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Weitere Studien iiber den stufenweisen Abbau von EiweiB- 
34 Btoffen. Partielle Hydrolyse von Keratin (Schweineborsten). 
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(Der Redaktion zugegangen am 6. September 1923.) 






Es sind bis jetzt beim stufenweisen Abbau von Proteinen 
drei Arten von Verbindungen festgestellt worden:') 1. Poly- 
yeptide (im wesentlichen Dipeptide), 2. Diketopiperazine und 
3. aus mehr als zwei Aminosiuren bestehende Anhydride bzw. 
einer Kombination von 1 und 2. Man wird bei jedem Befunde 
der erwihnten Art der Frage nachzugehen haben, ob jede 
lipp fm Moéglichkeit einer sekundaren Bildung ausgeschlossen ist. Fiir 
ard Edie Aufklirung der Konstitution der Proteine haben in 
alere crster Linie Ergebnisse Bedeutung, die unverinderte Strukturen 
rer‘ wiedergeben. Ks kénnen jedoch selbstverstandlich auch Um- 
rryf Wandlungsprodukte einen tiefen Kinblick in den Aufbau 
on: Bi des Kiweifmolekiils geben, sofern man den Mechanismus der 
0./ Verinderung genau iibersehen kann. Es kann wohl nach den 
An-B bis jetzt bekannt gewordenen Befunden keinem Zweifel unter- 
andi liegen, das im EKiweif siureamidartig verkniipfte Aminosiuren 
BB enthalten sind. Daneben sind offenbar anhydridartig ab- 
ter,me geschlossene Ringsysteme von zwei und mehr Aminosduren 
vorhanden. Unaufgeklirt bleibt, wie diese Komplexe unter- 
einander verkniipft sind. 





mie 

1) Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden: Diese Zs. Bd. 128, S. 119 
a inf (1923). 
ow Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXII. 1 
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Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


Im hiesigen Institute sind seit Jahren Versuche im Gange 
Methoden der Hydrolyse ausfindig zu machen, die midglichs: 
schonend sind und zugleich zu Verbindungen fiihren, derey 
Aufbau sich feststellen laBt. Es sind Siuren verschiedene 
Art und Konzentration unter Anwendung von Druck verwendet 
worden und auch Alkalien. Die meisten Versuche waren wenig 
erfolgreich, indem der Abbau bald zu wenig, bald zu wei 
fiihrte, oder es entstanden Produkte, die auf sekundire Ver. 
inderungen hinwiesen. 

Ks sei hier iiber Versuche berichtet, die zum Ziele hattey. 
aus dem Keratin der Schweineborsten Produkte zu isolieren, 
die zwei oder mehr Aminosiiuren in Bindung enthalten. Die 
Methode der Aufarbeitung des Produktes der Hydrolyse war 
die an dieser Stelle wiederholt geschilderte: es wurde mit 
Kssigither, Aceton und schlieBlich mit Methylalkohol im Soxhlet- 
Apparat extrahiert. Die Hydrolyse wurde zum Teil in gewohnter 
Art mit 70°/,iger Schwefelsiiure herbeigefiihrt, zum Teil 
wandten wir ein Verfahren an, daB Ssadikow und Zelinsky! 
kiirzlich ebenfalls benutzt haben, nimlich die Hydrolyse mit 
verdinnter Salzsiure unter Anwendung von Druck. Diese 
Methode bedarf noch des sorgfiltigen Ausbaus. Wir haben 
z. B. 300g Schweineborsten mit der vierfachen Menge 1°/,iger 
Salzsiure iibergossen und dann im Autoklaven & Stunden lang 
auf 180° unter einem Druck von 15—20 Atmosphiren erhitzt. 
Es ging fast alles in Lésung. Das Reaktionsprodukt ergab 
keine Biuretreaktion. Es wurde mit Ammoniak neutralisiert. 
Erwahnt sei, daB das Hydrolysenprodukt einen intensiven 
Geruch aufwies, der auf tiefgehende Zersetzungen hinwies. 
Weder durch Ausziehen mit Essigiither, noch mit Aceton 
konnten definierbare Verbindungen gewonnen werden. In 
Methylalkohol gingen Produkte hinein, die interessanterweise 
die Biuretreaktion zeigten und offenbar kompliziert zusammen- 
gesetzt waren. Sie ergaben positive Schwefelblei- und Glyoxyl- 
siureprobe. Kin wiederholt gereinigtes Produkt drehte nach 
links (— 84°). Bei der totalen Hydrolyse lieB sich Prolin 





') Biochem. Zs. Bd. 136, S. 241 (1928). 
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Weitere Studien iiber den stufenweisen Abbau von EiweiBstoffen. § 


nachweisen, ferner waren Leuzin, Glutaminsiure und Glykokoll 
' vorhanden. Neben dieser Substanz lieBen sich noch andere 
' mit ahnlichen Kigenschaften und gleichen Bausteinen isolieren. 


Das Verhiltnis von Aminostickstoff zu Gesamtstickstoff war 
bei den verschiedenen Produkten ein verschiedenes: 1:7 bzw. 
1:3 bei einem Gesamtstickstoffgehalt von 14,3 bis 15,5°/,. 
Wihrend die unter den eben geschilderten Bedingungen 
durchgefiihrte Hydrolyse zu keinem greifbaren Ergebnis fihrte, 
hatten wir mehr Erfolg als wir 400 g Schweineborsten in der 
fiinffachen Menge 1°/,iger Salzsiure 5 Stunden im Autoklaven 
auf 120° erhitzten. Die Lésung war unvollstandig. Es wurde 
filtriert. Das gelb gefirbte Filtrat neutralisierten wir mit 
Ammoniak und verdampfen es dann zur Trockene. Der Riick- 
stand wurde mit gereinigtem Seesand vermischt und die er- 
zeugte feste Masse in die Hiilse des Soxhlet-Apparates eingefiillt. 
Der Kssigither-Auszug ergab beim Einengen eine weiBe, 
krystalline Substanz, die nach allen ihren Eigenschaften und 
nach ihrer Zusammensetzung ohne Zweifel d-Alanyl-glycin- 
anhydrid war. Schmelzp. gegen 250° unter Zersetzung. 


0,0068 g Substanz verbraucht 1,06 cem n/,, H,SO,. 


0,0612¢ = ,, gaben 0,1044 g CO, und 0,0350¢ H,0. 
Fiir C;H,N,O, Ber. 46,87°/, C 6,25°/, H  21,88°, N. 
Gef. 46,54 ,, 640 , 21,82 ,,. 


Aus der Mutterlauge des erwihnten Anhydrids lieB sich 
ein aus Leucin und Prolin zusammengesetztes Diketopi- 
perazin gewinnen. Die Mutterlauge wurde unter vermindertem 
Druck eingedampft. Es verblieb ein schmieriger, braun ge- 
firbter Sirup. Er war auch in heiBem Wasser nicht ganz 
lislich. Erst nach Zusatz von Athylalkohol trat vollstiindige 
Lésung ein. Es wurde unter Zusatz von Tierkohle aufgekocht, 
dann filtriert, das Filtrat eingeengt und im Eisschrank aut- 
bewahrt. Nach einiger Zeit krystallisierte eine weiBe Substanz 
aus. Sie zeigte keine Biuretreaktion. Schmelzp. 158° [a]? 
in Alkohol gelést — 46,3°. 

0,0168 g Substanz verbrauchten 1,61 ccm n/10-H,SQ,. 

0,0381 g ‘ gaben 0,0885 g CO, und 0,0303 g H,0O. 


Gef. 63,379/, C 8,89°/,H  18,41% N 
1* 





4 Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


Die Verbindung, die nach allen Eigenschaften ein Diketo. : 
piperazin war, hatte als Bausteine Leucin und Prolin. Daf 


entsprechende Anhydrid hat die Zusammensetzung: 
62,85 %/, C 8,57°/, H 13,33 °/, N 


Das synthetisch dargestellte 1-Prolyl-1-leuzinanhydrid! : 


zeigt eine spezifische Drehung von 143,4°. Darnach wire da 
von uns gewonnene Produkt stark racemisiert. 


Das Filtrat vom oben geschilderten Anhydrid schied beim f- 








starken Einengen weitere Krystalle ab. Schmelzp. 250—252" | 


nachdem schon bei 220° Braunung eingesetzt hatte. 


0,0186 ¢ Substanz verbrauchten 1,96 cem n/10-H,SO,. 
0,0743 g + gaben 0,1662 g CO, und 0,0543 g H,0. 
Gef. 61,03°%, C 817% H 14,75, N. 


Das Produkt drehte stark nach links (gelést in Alkohol) 


Bei der vollstaindigen Hydrolyse wurden Prolin und Valin 
erhalten. Es lag offenbar 1-Prolyl-d-valinanhydrid vor. 
Diese Verbindung hat folgende elementare Zusammensetzung: 

61,22, C 816%, H 14,28 /, N. 

Die Ausbeute an diesem Anhydrid war gréSer als an den 
beiden vorher beschriebenen. IJImmerhin hatten wir in jedem 
Falle Miihe fiir die einzelnen Bestimmungen und die totale 
Hydrolyse geniigend Material zusammenzubekommen. 

Die Verarbeitung der Mutterlauge des Prolyl-valinanhy- 
drides fiihrte zu einer weiteren Verbindung. Die Mutterlauge 
wurde zuniichst bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Es schied 
sich eine feste Substanz aus. Sie wurde abgenutscht und mit 
Ather gewaschen. Das Filtrat wurde wieder eingeengt. Es 
erfolgte wieder Abscheidung einer festen, weiBen Substanz. 
Der ProzeB wurde wiederholt. Die gesammelten Produkte 
wurden aus Wasser umkrystallisiert. Das gereinigte Produkt 
hatte einen scharfen Schmelzp. 180—182°. Es zeigte in wib- 
riger Lésung keine Biuretreaktion und ergab auch keine Farb- 
reaktion auf bestimmte Aminosiuren. Die optische Aktivitit 
war sehr gering. Bei der vollstaindigen Hydrolyse mit 25 °/,iger 





1 Emil Fischer und G. Reif, Ann. der Chem. u. Pharm. Bd. 363, 
S. 118 (1908). 
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i Schwefelsiiture wurden drei verschiedene Aminosiuren erhalten: 


vse ee — Sie —_ oe 


* prolin, Leucin und Alanin. Die Verbindung reagierte 
g schwach sauer und zeigte keinen Aminostickstoff nach S6- 
‘ rensen. Wurde die Substanz in n-NaOH geldst, dann lief 
h sich nach kurzer Zeit '/, des Gesamtstickstoffes in Form von 
_ Aminostickstoff erkennen. Liangeres Erwirmen mit der Normal- 
 lauge fihrte nicht zur Vermehrung des nach Sérensen 


hej ) + titrierbaren Stickstoffs. Das Drehungsvermégen der Substanz 
hoe | war nach Kinwirkung der Lauge auf — 20,9° gestiegen. 


0,0612 g Substanz verbrauchten 6,65 ccm n/10 H,SQ,. 
0,1133 g A gaben 0,2493 g CO, und 0,0779 ¢ H,O. 


Fiir C,,H,,;N,0, Ber. 59,78°/, C 818°, H 14,94°%, N. 
‘Anhydrid bestehend aus Prolin, Leuzin und Alanin) 

Gef. 60,03 % C 7,69 °/, H 15,21 °/, N. 

Die gefundene Substanz, die nach allen ihren Kigenschatten 
einheitlich war, diirfte nach allen Ergebnissen ein aus den Bau- 
steinen Prolin, Leucin und Alanin aufgebautes Anhydrid 
sein. Ks ist damit ein weiteres Spaltstiick aus EiweiB ge- 
wonnen, an dessen Aufbau Prolin beteiligt ist und in dem eine 
anhydridartige Verkniipfung vorliegt.') Es kommen die auf S. 6 
und 7 dargestellten Strukturméglichkeiten in engere Auswahl. 
Nach den ganzen Kigenschaften hat das gewonnene Produkt 
eine andere Struktur als die aus Kasein isolierte, aus den 
sleichen Bausteinen bestehende Verbindung.’) 

Wir wollen davon absehen, weitere isomere Verbindungen 
anzufihren. Nach unseren ganzen Vorstellungen iiber die 
Struktur der Proteine erscheint uns eine Formel als die wahr- 
scheinlichste, die die Méglichkeit einer Bindung mit weiteren 
Komplexen zulibt. Es ist dies unter den angefiihrten Formeln 
nur bei Formel II, V und VI der Fall. Die Gruppe NH in 
der Diketopiperazingruppe kénnte das Bindeglied zu einem 
weiteren Komplex sein. Die freien NH,- bzw. NH-Gruppen lassen 
die Méglichkeit einer Bindung zu. Bei Formel I, III und IV 
findet sich keine Bindungsméglichkeit fiir weitere Aminosiiuren 





1) Vgl. hierzu Emil Abderhalden und Hideki-Suzuki, Diese 
Zs. Bd. 137, S. 281 (1923). 
*) Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 131, 8. 286 (1923). 
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bzw. aminosiurehaltige Komplexe, es sei denn, daB man die An- 
nahme macht, daB an NH-Gruppen in der Bindung —NH—CO-— 
weitere Glieder des Proteinmolekils verankert sind. Fiir eine eee 
solche Struktur haben wir keine Anhaltspunkte. Bei allen a 
diesen Uberlegungen muB daran gedacht werden, daf Ring- ay 
schliisse sekundir eintreten kénnen. Es ist z. B. bekanntlich 
leicht aus Dipeptiden Diketopiperazine zu erhalten. Sollte es 
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sich herausstellen, daB das eine oder andere Anhydrid de 
angewandten Methode seine Entstehung zu verdanken hat 
dann ware ihr Befund als Beweis fir die Art der Verkettuns 
der Aminosdiuren im EKiwei8molekiil trotzdem wertvoll. | 

Nun haben wir festgestellt, dai das isolierte Produkt be; 
der Kinwirkung von n-Natronlauge veraindert wird und zwar 
wird fast genau +/, des gesamten Stickstoffs nach Sérensey 
titrierbar. Es mu somit eine Bindung zwischen NH und (‘() 
(—NH—CO—) aufgegangen sein. Die Formeln I bis VI lassen 
die gemachte Beobachtung ohne weiteres verstiindlich er- 
scheinen. In allen sechs Fallen kénnen aus Anhydriden Poly. 
peptidketten hervorgehen. Bei Annahme der Formeln II, V 
und VI sind verschiedene Arten der Aufspaltung miglich, 
Wiirde bei den mit a bezeichneten Stellen ein Molekiil Wasser 
eintreten, dann hiatten wir in jedem Falle neben einem Diketo- 
piperazin eine freie Aminosiure. Finde die Aufspaltung bei 
b statt, dann entstiinde ein Produkt, bei dem an einem N zwei 
Aminosauren eingreifen wiirden, wie dieses z. B. die an jener 
Stelle aufgespaltene Formel IT zeigt: 

CH, NH 


Pi 
HOOC.CH-N—OC-GH CH, 
| 


| | 
| OH,—CH, 
CO 


| 
NH,—CH 


CH, 

bn 

Fa 
CH, CH, 


Fir die Aufklarung der Struktur der Verbindung diirite 
ohne Zweifel die Beobachtung wichtig sein, wonach sie keine 
Biuretreaktion gab. Die angefiihrten Strukturen lassen alle 
die Méglichkeit einer negativen Biuretreaktion offen, jedoch 
sollte man erwarten, daB iiberall da, wo nach stattgefundener 
Aufspaltung ein Polypeptid entsteht, sich eine positive Biuret- 
reaktion einstellt. Das war nun nicht der Fall. Vielleicht 
deutet dieser Befund auf eine Struktur der Formel II. Auch 
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Formel V und VI kommen in Frage, jedoch spricht gegen deren 
Struktur der schwach saure Charakter des Produktes. 

In diesem Zusammenhange sei der Beobachtung gedacht’), 
wonach nach Verdauung von Kasein mit Pepsin und Pankreatin 
ein Produkt verbleibt, das Aminosiuren und _ insbesondere 
Prolin gebunden enthilt und eine nur schwach rétlich-violette 
Biuretreaktion zeigt. Vielleicht enthalt das isolierte Produkt 
gleiche oder doch ahnliche Verbindungen, wie wir sie aus Ke- 
ratin gewinnen konnten. 

Wir miissen die Frage der Struktur der isolierten Substanz 
noch offen lassen, bis jene Verbindungen, die in Betracht 
kommen, wenigstens an Hand von Modellen studiert sind. Wir 
miissen auch, wie oben erwihnt, die Méglichkeit im Auge be- 
halten, daB die Anhydridbildung sekundir erfolgt sein kann 
und daher nicht ohne weiteres ersichtlich ist, in welcher Art und 
Weise der isolierte Komplex im EiweiSmolekiil eingefiigt war. 

Bei einer weiteren Hydrolyse gingen wir von 900 g 
Schweineborsten aus und spalteten mit 70°/,iger Schwefel- 
siure. Zuniichst wurde hiervon die fiinffache Menge der ver- 
wendeten Borsten zugesetzt. Als nach viertigigem Stehen bei 
Zimmertemperatur nur ein Teil des Keratins in Liésung ge- 
gangen war, gaben wir nochmals die gleiche Menge 70°/, iger 
Schwefelsiiure hinzu und verbrachten das Gemisch in den 
Brutraum. Nach drei Tagen war vollstiindige Lésung ein- 
setreten. Ks wurde nunmehr die Lésung in zwei Hilften ge- 
teilt. Die eine wurde sofort verarbeitet, die andere verblieb 
noch acht Tage bei 37°. Den Verlauf der Hydrolyse ver- 
folgten wir an Hand der Aminostickstoffbestimmung. Die Ver- 
arbeitung der schwefelsauren Hydrolysate war die bekannte. 


1. Aufarbeitung der insgesamt 7 Tage der Kinwirkung 
von 70°/,iger Schwefelsiure tiberlassenen 
Schweinsborsten. 


Das Filtrat von Bariumsulfat sowie die Waschwisser 


wurden unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft. 


11 Emil Fischer u. Emil Abderhalden: Diese Zs. Bd. 40, 
S. 215 (1903/04). 
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Der Riickstand wurde mit Methylalkohol ausgekocht. Der iy 
diesem Lésungsmittel unlésliche Anteil wurde in Wasser 
gelést. 

Der methylalkoholische Anteil enthielt 12,78°/, Ge. 
samt-N und 5,22°/, Amino-N. Die entsprechenden Werte 
fir den in Methylalkohol unléslichen Teil waren 14,51°) 
und 4,29°/,. 


Die methylalkoholische Liésung wurde eingeengt. Es schied 
sich nichts aus. Nunmehr wurde mit Athylalkohol fraktioniert 
gefallt. Insgesamt wurden fiinf Abscheidungen erzielt. Eine 
davon erwies sich als besonders schén krystallin. Sie wurde 
aus Wasser wiederholt umkrystallisiert. Sie enthielt 12,42°) 
N und 6,49°/, Amino-N. [e@] >, in Wasser gelést — 44,3°. Es 
lieBen sich keine Farbreaktionen, die auf bestimmte Bausteine 
gedeutet hitten, erzielen. Biuretreaktion schwach. Die voll- 
stiindige Hydrolyse mit 25°/, iger Schwefelsiiure ergab als Bau- 
steine Leucin und Serin. 


0,0575 g Substanz verbraucht 5,05 cem n/10-H,SO,. 


0,0764 ,, ” ” 6,78 ,, ” , 
0,0404 ,, ” 0,0739 g CO, und 0,0307 g H,O. 

Fiir Leucyl-serin. Ber. 49,539/,C 8,25°/,H 12,84°/,N 
Gef. 49,90 8,50 12,42 


Kine vollige Klarstellung, welche Struktur die von uns 
isolierte Substanz hat, wird erst méglich sein, wenn die beiden 
isomeren Dipeptide bestehend aus 1-Leucin und |-Serin be- 
kannt sind. 


Von den iibrigen Fraktionen, die durch Fallung der methy|- 
alkoholischen Lésung mit Athylalkohol entstanden waren, 
konnten wir kein Produkt so reinigen, daB die Annahme einer 
einheitlichen Substanz gerechtfertigt gewesen wire. Alle 
Produkte drehten nach links (30—40°). Die Biuretreaktion war 
bei allen positiv und ebenso fiel die Schwefelbleiprobe positiv 
aus. Das Verhaltnis von Gesamt-N zu Amino-N war durchwegs 
3:1. Bei der vollstindigen Hydrolyse ergaben sich als Bau- 
steine Leucin und Zystin. Daneben wurden Valin, Glykokoll 
und Prolin angetroffen. 
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9 Aufarbeitung der insgesamt 14 Tage der Kinwirkung 
von 70°/,iger Schwefelsaiure tiberlassenen 
Schweineborsten. 


Die Verarbeitung des Hydrolysates war die gleiche wie 
pei 1. Aus der methylalkoholischen Lésung konnte keine 


' schwer lésliche Substanz abgeschieden werden. Auch hier 


mubte zur fraktionierten Fallung mit Athylalkohol geschritten 
werden. Es gelang vier Fraktionen von gutem Aussehen zu 
gewinnen. Kine davon lie& deutlich krystallinische Struktur er- 
kennen. Sie wurde aus Wasser umkrystallisiert. Sie zeigte [a], 
in Wasser gelést, + 3,5°, Schmelzp. 255—260° unter Briunung 
und Zersetzung.1) Biuretreaktion schwach. Keine Baustein- 
farbreaktion. Bei der vollstindigen Hydrolyse mit 25°/, iger 


| Schwefelsiure wurde nur Valin als Spaltprodukt erhalten. 


0,0269 g Substanz 0,0545 g CO,, 0,0228 ¢ H,0O. 
0,1247 ,, ‘a verbraucht 11,32 cem n/10-H,SQ,. 


Fiir Valyl-valin. Ber. 55,55°/9 C 9,25°/, H 12,96°/, N 
Gef. 55,27 9,48 12,70 


Die iibrigen Fraktionen zeigten positive Biuret- und 


| Schwefelbleireaktion. Sie enthielten als Bausteine Zystin, 


| Leucin, Valin und Glykokoll. Es gelang nicht, fiir eine davon 


_ die Kinheitlichkeit zu erweisen. 


Die in Methylalkohol unléslichen, in Wasser aufgenommenen 
Produkte haben wir noch nicht weiter untersucht. 

Erwihnt sei noch eine im hiesigen Institut stets gemachte 
Beobachtung. Es gelingt nicht, dem Bariumsulfat-Niederschlag 
mit Wasser die stickstoffhaltigen Produkte vollig zu entziehen. 
Erst, wenn man mit Salzsiiure, z. B. mit 10°/,iger, auszieht, 


 gelingt das. Wir haben den salzsauren Auszug mit Ammoniak 


neutralisiert. Bestimmte Produkte sind bis jetzt nicht isoliert. 


1) Das von Emil Fischer u. H. Scheibler (Ann. der Chem. u. 
Pharm. Bd. 363, S. 136 [1908]) dargestellte 1-Valyl-d-valin zeigt den 
Schmelzpunkt 308°. 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
V. Mitteilung. 
Uber Koproporphyrin im Harn und Serum unter normalen 
und pathologischen Bedingungen. 


Von 
Hans Fischer und Werner Zerweek. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Mfinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 12, September 1923.) 


Nachdem von H. Fischer und Schneller?) das Kinm- 
merersche Porphyrin, das von Kimmerer?) durch Faulni 
von Blut auBerhalb des Organismus erhalten worden war, im 
Kot nach Bluteingabe nachgewiesen war, war es von Interesse, 
ob dieses Porphyrin auch sonst im Organismus auffindbar 
sel, insbesondere im Harn und Serum. Nach den Unter- 
suchungen von Schumm schien ein Vorkommen im Harn 
nicht unwahrscheinlich. Schumm) hatte in einer Reihe von 
Fallen bei fleischfreier Kost Porphyrin im Harn vermibt, 
nach Fleischnahrung und insbesondere nach Fleisch- bzw. 
BlutgenuB fand er regelmiBig spektroskopisch Koproporphyrin. 
Diese Untersuchungen bilden eine Bestiitigung der Resultate 
von Garrod‘), der in jedem untersuchten Harn (auf die Kost 
ist keine Riicksicht genommen, es ist aber wohl anzunehmen, 
daB die von Garrod untersuchten Personen entsprechend den 





') Diese Zs. Bd. 130, S. 302 (1923). 

*) Klin. Wochenschr, IT, S. 1154 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 126, S. 174 (1928). 

*) Journ. of Physiol. Bd. 13, 8. 617 (1892). 
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englischen Sitten reichlich mit Fleisch’) ernahrt wurden) spek- 
| troskopisch Koproporphyrin fand, und zwar hat sich Garrod 
1 nicht nur auf die Feststellung des ,sauren“ Spektrums be- 
j schrainkt, sondern auch das ,,alkalischeé mit herangezogen. 
Aus beiden Zahlenreihen folgt eindeutig, daB es sich nur um 
| Koproporphyrin gehandelt haben kann. LEinigermafen auf- 
' fallend erschienen immerhin diese Befunde, denn wenn tat- 
' sichlich der Porphyringehalt des Harns in Abhiingigkeit steht 
{ vom Fleisch- bzw. Blutgenu8, so wire zu erwarten, daB 
| Kimmerers Porphyrin im Harn erscheinen wiirde.- Wir 


haben zunichst festgestellt, daS das Vorkommen des Porphyrins 
im Harn véllig unabhangig ist von der Art der Erniihrung. 
Auch bei fleisch- und chlorophyllfrei ernahrten Personen wurde 
in einer Reihe von Fallen eindeutig spektroskopisch Kopro- 
porphyrin festgestellt und, daB es sich wirklich um Kopro- 
porphyrin handelt, wurde weiter bewiesen durch Uberfiihrung 
in den Ester, der den charakteristischen spektroskopischen 
Befund gab. Nach Blutzufuhr konnte eine Vermehrung von 
Porphyrin im Urin nicht festgestellt werden. Die negativen 
Resultate Schumms finden eine restlose Erklirung dadurch, 
daB durch das Trocknen der atherischen Lésung mit Natrium- 
sulfat, wie er es ausfiihrt, das Porphyrin quantitativ dem 
Ather entzogen wird; daB nach FleischgenuB dann Kopro- 
porphyrin gefunden wird, erklart sich durch den Porphyringehalt 
des Fleisches?). Jetzt ist soviel Koproporphyrin vorhanden, daB 
es durch Natriumsulfat nicht mehr véllig zuriickgehalten wird. 

Schwieriger ist eine Erklarung dafiir zu geben, daB nach 
Blutgenu8 Schumm Porphyrinvermehrung im Harn gefunden 
hat. In umnseren Versuchen war dies allerdings nicht der 
Fall, aber es wire doch méglich, daB von Kiammerers Por- 
phyrin, das ja nach Blutgenu8 im Kot auftritt, geringe Mengen 
resorbiert wiirden und diese resorbierten Mengen dann das 





1) In einem Privatbriefe an H. Fischer vom 1. X. 1923 teilt Garrod 
allerdings freundlichst mit, daB er die normale Spur Porphyrin im Harn 
eines Vegetarianers gefunden hat, welcher niemals Fleisch gegessen hatte. 

*) Miinchn. Med. Wochenschr. Nr. 36, S. 1143 (1923); ausfiihrliche 
Mitteilung erfolgt bald. 
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Koproporphyrin gewissermaBen zur besseren Ausscheidung 
bringen wiirden. Allerdings spricht hiergegen wieder, daB wi: 
nach Blutgenub niemals eine Sensibilisierung konstatieren konntey, 
Die Untersuchung der Galle, die nach den Untersuchungen yo; 
O. Neubauer’) fiir die Ausscheidung des Porphyrins ebenfalls 
in Betracht kommt, kann hieriiber vielleicht AufschluB geben, 

Nachdem also festgestellt war, daB Koproporphyrin unab. 
hingig von der Ernihrung im Harn auftritt, war es von Interesse. 
auch andere Menschenrassen zu untersuchen. Bei einem Sudan. 
neger mit arabischem Hinschlag wurde ebenfalls Koproporphyrin 
im Harn nachgewiesen. Da H. Fischer und Kégl?) gezeigt 
hatten, daB in den gefirbten Hierschalen zahlreicher Végel 
ein Porphyrin vorkommt und es bekannt ist, dab die Porphyrin- 
urie beim weiblichen Geschlecht sehr viel haufiger ist, erschien 
es nicht ausgeschlossen, daB bei Schwangerschaft eine Ver- 
mehrung von Porphyrin vorhanden sei. Dies schien _ ins- 
besondere auch deshalb méglich, weil Weiss*) in zwei Fallen 
von Porphyrinurie beobachtet hat, daB bei Schwangerschaft eine 
erhéhte Porphyrinmenge im Harn auftrat. Bei drei Fallen von 
Schwangerschaft wurde deutlich Koproporphyrin im Harn gefun- 
den, aber ein Anzeichen fiir eine wesentliche Vermehrung konnte 
nicht festgestellt werden und wir miissen es den Frauenklinikern 
iiberlassen,diese Untersuchungen auf breiterer Basis durchzufiihren 

Weiterhin wurden bis jetzt eine pernizidse Animie und 
eine Urobilinurie untersucht. In beiden Fillen, ganz besonders 
bei der perniziédsen Animie, war starke Vermehrung des Por- 
phyrins zu konstatieren und bei der perniziésen Animie wurden 
spektroskopische Werte beobachtet, die die Méglichkeit von einem 
anderen Porphyrin, wie Uro- und Koproporphyrin, in Erwigung 
zu ziehen zwingen*). Wir werden nach Vorliegen von weiteren 


) Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 43, S. 456 (1900). 

*) Diese Zs. Bd. 131, S. 241 (1928). 

*) Dissertation Miinchen 1922, Klinik v. Romberg. . 

*) In einem neuerdings untersuchten Falle von perniziéser Antimie 
wurden nur auf Koproporphyrin stimmende Werte erhalten. In einem 
weiteren Falle ist neben der erheblich vermehrten Koproporphyrinmenge 


besonders hervorzuheben, da8 einwandfrei Uroporphyrin nachgewiesen 
werden konnte. 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 15 


+ Untersuchungen hierauf zuriickkommen, ebenso auf die Frage, 
' ob im normalen Harn Uroporphyrin vorkommt. Auch soll 


der Versuch bei einer Urobilinurie durch Bluteingabe das 
Ubergehen von Kimmerers Porphyrin in den Harn zu er- 
gwingen, durchgefiihrt werden. Bei einem Fall von himo- 


lytischem Ikterus konnte keine Vermehrung von Porphyrin 


nachgewiesen werden. 

Es ist auffallend, daB beim Kaninchenharn, in dem wir 
auch Porphyrin nachweisen konnten, nach der spektroskopischen 
Beobachtung Uro- und Koproporphyrin nebeneinander vor- 
kommen. Das Koproporphyrin wurde zuniichst mit Ather 
entfernt und aus dem ausgeitherten Harn wurde dann mit 
Hilfe von Aluminiumhydroxyd (hergestellt nach Willstatter 
und Kraut}), Sorte B) das Uroporphyrin niedergeschlagen. 
Die gleiche Methode verwandten wir auch fiir den Nachweis 
des Uroporphyrins im pathologischen menschlichen Harn. 

Alles spricht also dafiir, daB auch bei der Porpyrinurie 
Koproporphyrin das primaire Produkt ist, aus dem sekundir 
durch Carboxylierung das Uroporphyrin hervorgeht. Sowie 
uns geniigend Koproporphyrin zur Verfiigung steht, soll 
beim Kaninchen durch intravenése Koproporphyrinzufuhr ver- 
sucht werden, eine Vermehrung des Uroporphyrins zu erzielen. 
Wir kénnen aber heute schon annehmen, da8 mit groBer 
Wahrscheinlichkeit auch bei der menschlichen Porphyrinurie 
es die Niere ist, in der aus dem Koproporphyrin das Uro- 
porphyrin gebildet wird. 

Von Schumm?) ist im Jahre 1916 Porphyrin im Blute des 
Porphyrinurikers Petry gefunden worden, nachdem es vorher von 
H. Fischer) am 19. XII. 15, wie von O. Neubauer am 9. XI.15 
im Serum dieses Patienten vermiBt worden war. Durch das 
Entgegenkommen der Rombergschen Klinik*) waren wir in 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 (1928). 

2) Diese Zs. Bd. 98, S, 123 (1916/17). 

3) Diese Zs. Bd. 97, S. 166 (1916). 

4) Herrn Geheimrat v. Romberg und Herrn Professor Veil sprechen 
wir auch an dieser Stelle fiir ihr Entgegenkommen unseren verbind- 
lichsten Dank aus. 
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der Lage, neuerdings Blutuntersuchungen an Petry vorzu. 
nehmen und zwar zweimal. Beim ersten Mal konnte ohne 
weiteres im Serum in 5 cm Schichtdicke das Porphyrin. 
spektrum erkannt werden, wahrend bei der Blutuntersuchung 
am 19. XII. 15 auch in 10 cm Schichtdicke kein Porphyrin. 
spektrum beobachtet werden konnte. Im iibrigen folgten wi 
zunichst den Angaben von Schumm fiir den Nachweis de; 
Porphyrins. Die Methode jedoch ist, wenn wenig Porphyrin vor. 
handen ist, iuBerst unsicher und wir arbeiteten deshalb eine neue 
aus, die den spektroskopischen Nachweis im Serum so_ver- 
bessert hat, daB wir fast in }edem Serum Porphyrin nachweisen 
kénnen'). Wir versetzen das Serum mit der gleichen Menge 
Ather und Kisessig, schiitteln heftig, wobei sich eine starke 
Emulsion bildet. Durch Zugabe nochmals der gleichen Menge 
Ather erzielen wir eine klare Lésung, das EiweiB flockt aus 
und man kann hiervon leicht abfiltrieren bzw. abdekantieren. 
Der klaren Lésung wird dann durch Zugabe von Wasser der Kis- 
essig teilweise entzogen und nach nochmaligem Wiederholen dieses 
Vorganges das Porphyrin in 25°/,ige Salzsiure iibergefiihrt. 
Nach der spektroskopischen Beobachtung fiihren wir das Por- 
phyrin nochmals in Ather tiber und stellen wieder die spektro- 
skopischen Werte fest. Nach diesem Verfahren konnten wir 
eindeutig im Serum Petrys Koproporphyrin nachweisen. Aucli 
nach Schumms Verfahren arbeitend erhielten wir Werte, die nur 
fiir Koproporphyrin sprechen und wir sind deshalb der Ansicht, 
daB zurzeit im Blute Petrys nur Koproporphyrin vorhanden 
ist und in der Niere Petrys dann die weitere Carboxylierung 
zum Uroporphyrin sich vollzieht. Auf unsere iibrigen Befunde 
beim Falle Petry soll demnachst eingegangen werden. 

Ganz auffallend ist der im Verhiltnis zu normalen Seren 
geringe Gehalt an Porphyrin des Patienten Petry. Bei Uro- | 
bilinurie und pernizidser Aniimie haben wir kaum weniger ge- |_ 7 
funden. Es macht den Eindruck, dab die Niere bei der Por- 
phyrinurie auch in bezug auf die Ausscheidung eine ent- 
scheidende Rolle spielt, indem sie offenbar ein abnormes 
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) Anmerkung bei der Korrektur: Neuerdings haben wir allerdings | 
in verschiedenen Fallen Porphyrin im Serum vermiBt. Oe dk 
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4 also ein normales Stoffwechselprodukt. Von pathologischen 
) ’ Killen wurde unter anderen eine Urobilinurie untersucht, bei 
' der eine betrichtliche Vermehrung des Koproporphyrins zu 
2 konstatieren war. Ob diese Vermehrung durch erhéhte Bildung 
E oder Resorption bedingt ist, mu8 noch untersucht werden, ebenso 
7) wie es mit dem Porphyringehalt der Galle steht. Weiter muB 
'  hervorgehoben werden, daB bei der Urobilinurie spektroskopisch 
7 neben dem Porphyrinstreifen noch deutlich der ,,Urobilinstreifen“ 
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Farbstoffdurchlassungsvermégen besitzt. Man kénnte sich vor- 
stellen, daB der Angriflsort der Giftstoffe auch bei der experimen- 


' tellen Porphyrinurie (Blei, Sulfonal, Nitrobenzol usw.) primir 


jie Niere ist und hier eine abnorme Durchlissigkeit der Harn- 
kaniilchen herbeigefiihrt wird, ganz aihnlich wie bei der experimen- 


> tellen Glykosurie manche Giftstofie spezifisch auf die Niere ein- 


wirken. Aus vorliufig noch unbekannten Griinden wird dann der 


| Porphyrinspiegel im Serum auf einem konstanten Niveau gehalten.?) 


Weiterhin wurde eine Reihe normaler Seren untersucht 
d in allen Koproporphyrin gefunden. Koproporphyrin ist 


zu beobachten war, warend beim Serum Petrys, in analoger 
Weise untersucht, der ,,Urobilinstreifen“ fehlte, ebenso wie bei 
den normalen Seren. Es geht daraus mit groBer Wahrscheinlich- 
keit hervor, daB die vielen Angaben iiber das Vorkommen von 
Urobilin im Harn von Porphyrinurikern zuriickzufiihren ist 
auf eine Verwechslung mit der Leukoverbindung der Porphyrine, 
woraut wir schon wiederholt aufmerksam gemacht haben. 

Die spektroskopischen Untersuchungen wurden natiirlich 
auch ausgedehnt auf Tierseren. Untersucht wurden bis jetzt 
Pferde-, Rinder- und Hiihnerserum. Wahrend bei Pferden und 
Rindern spektroskopisch mit groBer Wahrscheinlichkeit Kopro- 
porphyrin gefunden wurde, erhielten wir bei den Hiihnern Werte, 
die auf ein neues Porphyrin hinweisen. Die spektroskopischen 
Zahlen des freien Ooporphyrins stimmen mit diesen nicht 
iiberein. Die Untersuchung wird fortgesetzt und insbesondere 


werden wir uns bemiihen, die zugrundeliegenden Porphyrine 


in krystallisiertem Zustande aus den Seren herauszuarbeiten. 


| ') Vgl. auch die Ausfihrungen von H. W. Veil und H. Weif8 auf 
+ dem KongreB fiir innere Medizin in Wien. Verhandlungen 1923, S. 190. 
lfoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXil. 2 
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Experimenteller Teil. 
Verarbeitung der Harne.}) 


1000 Teile Harn wurden mit 3 Teilen Eisessig angesiuer 
und mit 1000 Teilen Ather ausgeschiittelt. Der Ather zehn. 
mal mit je 20 Teilen Wasser gewaschen und dann, ohne de, 
Ather zu trocknen, mit 3 Teilen 25°/,iger Salzsiure aus. 
geschiittelt. Die so erhaltene salzsaure Lésung wurde spektro. 
skopisch gemessen. Dann wurde die salzsaure Lésung mit 


Ather iiberschichtet und mit festem Natriumacetat, hierau! | 


mit Natronlauge versetzt, bis die Fliissigkeit essigsauer rea. 
gierte. Die aitherische Lésung wurde dreimal gewaschen uni 
dann spektroskopisch gepriift. Das Porphyrin wurde dan 


aus dem Ather manchmal noch in 25°/,iger Salzsiiure iiber- f - 


geschiittelt. 


Beispiele: 1. A. St. 23 Jahre alt, seit 8 Wochen fleisch- } — 


freie Kost. Angewandt 500 ccm Harn. 


Salzsaure Lésung’): 595,9—588,5 ; 554,0—543,3 ; 508,9—478,8; F 








592,2 548,7 491,3 
Endabsorption 418,38. 


Atherische Lisung: 626,1—621,2 ; 570,0—564,7 ; 531,8—524,0; 
623,6 567,3 527,9 





Endabsorption. 423,0. 
Salzsaure Lésung?): 599,5—590,6 ; 556,2—544,9. 
595,0 550,6 

Dieselbe Person seit 10 Tagen tiglich 10 com Rinderblut 
eingenommen, im iibrigen fleischfreie Nahrung. Angewandt 
400 ccm Harn. 

Salzsaure Lisung:  596,5—588,5 ; 556,6—543,3 ; 506,0—480,0: 

592,5 549,9 








Endabsorption: 427,0. 
Atherische Lésung: 626,1—621,8 ; 571,83—566,1 ; 533,6—523,5: 
623,9 568,7 528,7 
507,9—4840; Endabsorption: 428,0. 
495,9 











1) Vel. Saillet, Revue de méd. Bd. 16, 8.542 (1896). — Schumm, 


Diese Zs. Bd. 126, 5. 170 (1923). 
*) Die verschiedenen Werte in Salzsiiure sind bedingt durch Kon: 


zentrationsunterschiede der Salzsiiure, oben wurden ca. 500 eem Ather 


mit 25°/,iger Salzsiiure ausgeschiittelt, unten nur ca. 3 cem Ather! 
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Dieselbe Person seit 9 Tagen tiglich 20ccm Rinderblut 


j  eingenommen, im itibrigen fleischfreie Nahrung. Angewandt 
| 320ccm Harn. 


Salzsaure Lésung: 595,9—590,1; 9 555,6—543,3; 512,1— nicht 











593,0 5 49, 4 feststellbar. 
Atherische Lisung: 627,2—622,2; 530,5—524,5; —505,8—487,8; 
624.7 527.5 496.8 


ndabsorption: 417,6. 
2. K. Sch. 27 Jahre alt, seit 10 Tagen tiaglich 10 ccm 


-Rinderblut eingenommen. Angewandt 500ccm Harn. 


Salzsaure Lisung:  595,2—590,5; —553,8--513,4; 527,2—468,2; 
592.8 548,6 





Endabsorption: 430,2. 
Atherische Liésung: 626,9—621,2; 564,4—554,7; 5382,4—522,5. 
624,0 559,5 527,4 
503,0— nicht feststellbar; LEndabsorption ca. 420,0. 
Salzsaure Lésung: 554,9—542,5; LEndabsorption 420,0. 
548,7 
38. W. Z. 24 Jahre alt, gemischte Kost, angewandt 








| 500 ecm Harn. 


Salzsaure Liésung:  595,1—588,9; 555,0—542,8: 508,4—462,4; 
592.0 si 548.9 (Ende unsich.) 
592, r 








Kndabsorption 422,7. 
Dieselbe Person; angewandt 250 ccm Harn. 
Salzsaure Lésung:  593,8—590,2; 554,0—543,6. 
592,0 548,8 
Dieselbe Person; seit 10 Tagen taglich 10 ccm Rinderblut 
eingenommen. Angewandt 750 ccm Harn. 
Salzsaure Lésung: 594,5—588,1; 554,0—543,9. 
591,38 549,0 
Dieselbe Person; seit 11 Tagen tiglich 10 ccm Rinderblut 
eingenommen. Angewandt 500ccm Harn. 














Salzsaure Liésung: 597,6—589,6; 556,0—043,2 ; Vorbeschattung 
593,6 549,6 
909,0—502,5; Streifen 502,5—482,3; Endabsorption 433,6. 
Atherische Liésung: 626,5—621,2; 570,8—567,8;| _531,0—521,7 
623,8 569,3 526,3 
Vorbeschattung 512,4—500,9; Streifen 500,9— nicht feststellbar; End- 
sorption 426,0. 
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4. M.Sch. 24 Jahre alt. Gemischte Kost. Angewand; 
500 ccm Harn. 
Salzsaure Lisung: 595,7—587,7; 555,8—542,3; 504.7 —4749. 
591.7 548,8 








Endabsorption 424,5. 
Atherische Lisung: 626,2—621,5: nach breitem 570,0—5664 














623,8 Vorschatten 568.2 
532,2—523,9: Vorbeschattung 506,7—504,3; 504,3—484,8; 
528,0 494,5 


Endabsorption 422,6. 

Dieselbe Person; seit 10 ‘lagen taglich 10 com Rinderblu 
eingenommen. Angewandt 500ccm Harn. 

Salzsaure Lésung: 595,9—587,7: 555,8—542,8; 517,7— kein 


5918 549.3 





Aufhellung mehr. 


5. W.H. 19 Jahre alt, seit 10 Wochen fleischfreie Kosi. 
Angewandt 480 ccm Harn. 
Salzsaure Lésung:  596,2—587,1: 555,6—542.7;  506,0—433,0; 


591.6 5491 








Endabsorption 420,0. 
Atherische Lisung: 625,8—621,5;  570,1—567,0; — 532,2—528,1. 
623,6 568,5 27,6 
5U3,0 — 483,38; Endabsorption 425,0. 








Salzsaure Lésung: 597,9—590,8; 557,83 —544,6. 
593,9 550,9 
6, kK. W. 25 Jahre alt, seit 14 Tagen fleischfreie Kost. 
Angewandt 500 ccm Harn. 








Salzsaure Lésung: 596.0—587,6; 555,.5—548,8;  513,7—475.0, 
591,8 549,4 
(Ende kaum erkennbar); Endabsorption ca. 417. 








7. J. M. Fleischfreie Kost seit 14 Tagen. Seit dem 
Versuchstage Diazoreaktion im Harn positiv. Angewandt 
500 ccm Harn. 


Salzsaure Lésung: 594,7—590,7 (588,1); Zwischenstreifen erkennbar. 





592,6 (591.3) 
595,6—543,8 (539,5); Endabsorption 416,0. 





549.7 (54,5) 











ref 
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gs. Frau M. M. Fleischfreie Kost seit ca. 3 Wochen. Seit 


' 3 Tagen Benzidin- und Guajak-Probe im Kot negativ, Ulcus 


eeheilt. Angewandt 500ccm Harn. 


Salvsaure Lésung: Streifen bei 590 erkennbar, jedoch nicht ab- 


 lesbar, da zu schwach. 555,0—542,6 ; 519,3—478,6; Endabsorption 427,4. 


? 


2 
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* 
% 
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548,8 
9. A. K. (schwanger). 27 Jahre. Angewandt 500 ccm Harn. 
Salzsaure Lésung: 596,8—587,8; 553,83—541,6; 501.5—482,4; 
592.3 547,4 





Endabsorption 413,8. 
Atherische Lésung: 626,7—620,3; zweifelhaft 580,3—576,1. 
624,0 
Nach deutlicher Vorbeschattung 565,8—558,1; 532,2—522,5. 
561.7 527,4 ; 
Aweitelhaft 503,2 — 486,383; Endabsorption 450. 
Salzsaure Losung: 597,4—585,6; 562,5—542,7; Endabsorption 515.3. 














991.5 952,6 


10. b. A. (schwanger). Angewandt 500 ccm Harn. 


Salzsaure Lésung:  595,7—589,0; 5D5,4—543,0: 902,0— 471,2; 





992.3 249,2 


Endabsorption 419,0. 


11. M.N. (schwanger). Angewandt 500 ccm Harn. 





Salzsaure Lésung: 555,4—543,2; 510,0—477,6; Endabsorption 428.8. 
49,3 


12. A. B. 30 Jahre alt. Sudanneger. Angewandt 
2900cem Harn. 








Salzsaure Liésung: 596,8—588,1; 556,2—542,4 ; ab 521.2 
592.4 549,38 


Verdunkelung. 


Atherische Lésung: 625,5—§621,4; breiter Vorschatten 582,5—570,5; 














623,5 
\10,5—565,9; 582,6—523,.2; 505.0—484,4: Endabsorption 421,0. 
568.2 527,9 494.7 


Saimtliche Salzsiureausziige, soweit noch nicht in atherischer 
Lisung iibergetrieben, wurden vereinigt und essigsauer in Ather 
iibergeschiittelt und die itherischen Liésungen der anderen 
untersuchten Harne dazugegeben. Der Ather wurde nochmals 
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mit Wasser gewaschen, dann im Vakuum abdestilliert, de; 
Riickstand in Methylalkohol gelést und unter Kihlung jit 
Chlorwasserstoff gesittigt. Am niichsten Tage wurde die 
Lésung im Vakuum abdestilliert und der Riickstand mit Chloro. 
form und Sodalésung aufgenommen. Die gelbbraun gefirbte 
Sodalésung zeigte keinen spektroskopischen Befund, jedoch die 
gelbbraune Chloroformlésung 

624,3—618,2; 597,5—563,0;  538,3—525,9:  507,8—491,7; End. 

621,3 51,8 582, 1 499,7 

absorption 459,0. 














Die Werte stimmen sehr gut auf Kotporphyrin-Methylester, 


Harn einer ,,Urobilinurie“. 


Frau J. Der Urobilinharn war rétlichbraun gefarbt, bein 
Stehen iiber Nacht im Eisschrank schieden sich rétliche Flocken 
aus. Der ikterische Harn gibt intensive Aldehydreaktion, beim 
Verdiinnen auf das zehnfache Volumen intensive violettrosa 


Farbung mit charakteristischem spektroskopischen Befund. An- | 


gewandt 500 ccm Harn. Der Ather ist intensiv goldgelb gefirbi. 
beim Waschen des Athers mit Wasser farbt sich das Wasch- 
wasser schwach braungelb, wihrend der Ather hellgelb gefirbt 
bleibt. Es geht also auch hier wieder das ,,Urobilin“ in das 
Wasser hinein. DaB es sich wirklich im wesentlichen um 
Urobilin handelt, geht aus der relativy schwachen Aldehyd- 
reaktion hervor und dem spektroskopischen Befund. Wihrend 
der urspriingliche Harn nur den charakteristischen spektro- 
skopischen Befund der Aldehydreaktion zeigt (Streifen im Gelb), 
ist hier der Streifen im Gelb sehr schwach ausgebildet, dagegen 
ein breiter intensiver Urobilinstreifen im Blau sichtbar. Ebenso 
ist die Fluorescenzprobe mit Zinkacetat in Alkohol intensiv 
positiv. Der ausgeitherte Harn zeigt noch immer §starke 
Aldehydreaktion. Der salzsaure Auszug ist tief dunkelbraun- 


rot gefarbt. Im Spektroskop ist nur im Rot etwas zu sehen, 


daher mit 25°/, iger Salzsiure verdiinnt. 


Nach Vorbeschattung stark 598,2—589,4; sehr stark 557,6-—5435,6; 








593,8 550,8 
ab 514,8 vollstiindige Verdunkelung. 
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Essigsauer in Ather getrieben, Waschwasser des Athers 
intensiv braungelb gefarbt. 
Vorbeschattung bis 635,7; sehr stark und scharf 626,9—621,2 











624,0 
unsicher 598,2; (583,8—) 571,0—566,6; 561,9—557,5; nach sine 
568,8 559,7 
Vorbeschattung 532,3—523,5; 506,1—486,7 (Ende unsicher) ; 
527,9 496,4 


Endabsorption 429. 

Der ausgeitherte Harn wurde mit Aluminiumhydroxyd be- 
handelt, wie es beim Kaninchenharn naher beschrieben. Das 
Kiltrat zeigt keine Aldehydreaktion, dagegen die Fluorescenz- 
probe mit Zinkacetat. 

Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung: 
528,3—621,6; 572,8—561,6: (546,6—) 540,6—527,8; Endabsorp- 

624,9 567,2 34,2 
tion 514,2. 

Die gefundenen Werte des 1. und des 3.Streifens sprechen 
‘ir Uroporphyrinmethylester, dagegen fallen die Werte des 
2, Streifens aus der Reihe. 











Harne!) von ,,pernizidsen Animien“. 


1. Der Harn hat die Farbe wie normaler. Er wurde wie 
die anderen Harne verarbeitet. Angewandt 120 ccm. Die 
Salzsiure ist intensiv rot gefarbt, die Absorptionsstreifen sehr 
stark ausgebildet. 


Salzsaure Loésung: Nach Vorbeschattung 600,5—590,5; schwach 
595,5 
579,4—570,8 (Ende unsicher); 563,3—539,9; kein Urobilinstreifen; 
575,1 551,6 
Endabsorption 440. 











Atherische Loésung: Rosa gefiirbt. Vorbeschattung bis ca. 642. 
529,0—624,0; sehr schwach 602,1—596,8; 586,3—576,6; 572,6—568,8 ; 




















626,5 599,4 581,4 570,7 
536,8—527,1; 509,3—-490,9; Endabsorption 435,4. 
581,9 500.1 


1) Wir verdanken die Harne Herrn Prof. Kimmerer. 
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Alkalische Lésung: 621,4—610,4; 574,2—558,2; 543,1—534 ». 


615,9 566,2 538.6 
511,8—495,8; 468,5—456.5; Endabsorption 434,5. 
503,8 462,5 











Die Werte in Salzsiure und Lauge liegen zwischen Kopro. 
und Uroporphyrin, die in Ather héher als Koproporphyrin, 
(Fegen ein Gemisch von Kopro- und Uroporphyrin spricht dic 
Lislichkeit in Ather. Vielleicht liegt ein Porphyrin vor, dessen 
Carboxylgruppenzahl zwischen Kopro- und Uroporphyrin liegt. 

2. Frau Dr. Angewandt 180 ccm. Aldehydreaktion schwach 


positiv. Salzsiiure schwach rosa gefarbt, Absorptionsstreifen 
stark ausgebildet. 








Salzsaure Lésung: 598,7—589,5;  Zwischenstreifen erkennbar: 
594,1 
558,3—543,3; ab 502,7 allmihliche Verdunkelung. 
550,8 


Atherische Lésung: deutlich rosa gefirbt. Vorbeschattung bis ca. 641,): 
627,0—622,3; sehr schwacher Streifen bei 597,7; (584,7—) 572,0—566,); 








624,6 569,2 
nach Vorbeschattung 534,6—525,8; nach Vorbeschattung 507,1—487,2; 








580,2 497,1 
Endabsorption 430. 
3. N. KE. FEarbe des Harns wie normaler. Angewandt 
175 ccm. 


Salzsaure Lésung: Intensiv rosa gefiirbt; Spektrum sehr stark und 
deutlich. Nach Vorbeschattung 600,9—590,8; (579,4—) 562,7--539,3: 
595,8 551.0) 
kein Urobilinstreifen; Endabsorption 440. 








Atherische Lésung: Vorbeschattung im Rot bis 638,6; 626,7—~—622,0: 

















624.3 
sehr schwach 601,2—594,4; schwach 584,7—576,7 (Ende unsicher); 
597,8 
571,3—567,5; nach Vorbeschattung 533,8—524,3; nach Vorbeschattung 
569,4 529,0 
506,7—489,4; Endabsorption 428. 
498,0 
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i: Alkalische Lésung: 621,1—612,1;  578,0—558,0; 541,7—-532,1; 
- 616,6 568,0 536,9 
419,5—494,8; Endabsorption 428. 
| Siimtliche Werte stimmen aut Koproporphyrin. 
pas Der ausgeaitherte Harn wurde mit Aluminiumhydroxyd 
“ behandelt, wie es beim Kaninchenharn nither beschrieben. 
mn Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung: ; 
; 428,7—621,95 583.9—567.5; 540,7—529,1; nach Vorbeschattung 
Se 6253 515,17 534,9 
ch § 12,1 —490,6; Endabsorption 465. 
on | 5013 
Die Werte stimmen auf Uroporphyrinmethyiester. 
Harn eines ,hamolytischen Ikterus“. 
Dr. L. Farbe des Harns braun; mit Aldehydreagenz keine 
Rotfirbung, Fluorescenzprobe mit Zinkacetat negatiy. Ver- 
arbeitet 500 ccm. 
Salzsaure Lisung: Intensiv dunkelbrauurot gefiirbt, wie bei Uro- 
co _  bilinharn. Im Spektroskop ist nur Aufhellung im Rot zu sehen, daher 
: mit 25°/, iger Salzsiiure verdiinnt. Breite, verwaschene Streifen: Beginn 
a; O*£ unseharf 620,6—592,7; (576,6—) 559,9—543,2. Beginn iiuBerst unscharf 
551.5 
023,38 — keine Aufhellung mehr. 
it : Atherische Lésung (das Waschwasser ist stark braungelb gefiirbt): 
Vorbeschattung im Rot bis 639,83; sehr deutlich 627,7—621,7; sehr 
624,7 
a ff <chwach ea. 597,5; (585,4—) 572,6—566,3; nach starker Vorbeschattung 
' : 69,4 
534,7—525.0; 515,7—492,3; Endabsorption 472. 
529,8 
Alkalische Lisung: 545,2—-534,4; nach Vorbeschattung 518,5—499,6. 
539.8 509,0 


Untersuchung von Kaninchenharn. 


i. Miannliches Kaninchen. Gewicht 3300 g. 

250ccm Harn wurden samt Niederschlag mit Hisessig an- 
gesiiuert, dann mit 250ccm Ather ausgeschiittelt; Ather zehn- 
mal mit je 5ccm Wasser gewaschen, wobei sich dieses rétlich 
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firbte. Ather hierauf mit °/, com 25°/, iger HCl ausgeschiittelt, 
Der Ather farbte sich hierbei rosa, die Salzsiiure intensiy 
dunkelrot. . 
Salzsaure Lésung: 596,0—587,5; 556,4—541,9; ca. 511—ea. 470. 
591,7 549,1 





Endabsorption ca. 428. 
Von dem gleichen Kaninchen wurden in entspreclicnder 
Weise 500 ccm Harn verarbeitet. 
Salzsaure Lisung: 554,8—544,2; ea. 512,5-—ea. 4738: End. 
5495 





absorption ca. 435. 

Die beiden salzsauren Loésungen wurden vereinigt und 
essigsauer mit Ather ausgeschiittelt, Ather mit Wasser ge- 
waschen. 


aed 


Atherische Lisung: Vorbeschattung bis 637,0. 626,1—621,1; 








623,6 
Schatten 582,1—570,4; 570,4—566,2:  setzt sich fort bis 5569. 
568.3 
533,1—523,1; 504,2—ca.486,6; Endabsorption 430. 





528,1 495,4 


Die Werte in Salzsiiture und die in Ather weisen au! 
Koproporphyrin hin. 

Die ausgeitherten Harne (750 com) wurden mit Aluminium- 
hydroxyd einige Zeit geriihrt, am nichsten Tage dekantiert, 
der Niederschlag abgesaugt und ausgewaschen, dann mit Am- 
moniak einige Stunden geschiittelt, abgesaugt und mit ver- 
diinntem Ammoniak und Wasser nachgewaschen. Die ver- 
einigten ammoniakalischen Lisungen wurden im Vakuum zur 
Trockne gebracht und der Riickstand mit wenig Ammoniak 
aufgenommen. 

Spektroskopischer Befund der ammoniakalischen Lésung: 
584.5—572,6; 547,6— nicht feststellbar; vollstiindige Verdunkelung 


578,5 
ab 500,5. 





Die ammoniakalische Lésung wurde im Vakuum zur T'rockne 
verdampft, der Riickstand mit Methylalkohol aufgenommen und 
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mit Chlorwasserstoff gesittigt. Am nichsten Tag wurde die 
Lésung im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand 
mit Sodalésung und Chloroform aufgenommen. Die Chloro- 
formlésung mit Wasser gewaschen. 

Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung: 

Vorbeschattung bis 638,0. 627,5—620,4; 583,5—565,7; 540,8—527,8; 

624,0 574,6 5343 

510,6—ea. 493,2; Endabsorption ca. 460. 

501.9. 

Die gefundenen Werte sprechen fiir Uroporphyrinmethyl- 
ster. 

2. Weibliches Kaninchen. Gewicht 2900 g. 

Auf ganz entsprechende Weise wurden 450 ccm Harn ver- 
arbeitet. 








Salzsaure Lésung: 599,7—589,1. Vorbeschattung 577,3-—-561,2: 

















594,4 
)61,2—539,3;  Endabsorption 513. 
550,2 
Atherische Lésung: Vorbeschattung bis 637,5; 626,9—621,7; 
624,3 
571,4—566,6: 533,5—523,3; 504,8—ca. 484,6; Endabsorption ca. 418. 
569,0 528,4 494.7 


Die bei den beiden Kaninchen gefundenen Werte der salz- 
sauren und der atherischen Lésung sprechen fiir Koproporphyrin. 
Der ausgeiitherte Harn wurde auf dieselbe Weise wie oben 
nehandelt. 
Spektroskopischer Befund der Chloroformlésung: 
Sehr sehwach 626,9—621,1; 582,2—565,6;  544,0—525,3; ab 
624,0 573,9 584.6 








\12,6 Verdunkelung. 
Also auch in diesem Harn ist Uroporphyrin vorhanden. 


Verarbeitung der Blutseren. 

1 Teil Serum wird mit 1 Teil Ather durchgeschiittelt, dann 
| Teil Kisessig zugefiigt und kraftig geschiittelt. Hs entsteht 
cine Emulsion. Auf Zusatz eines weiteren Teils Ather und 
Schiitteln setzen sich farblose Flocken ab und die gelbe 
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Fliissigkeit kann leicht abgegossen und filtriert werden, [jie 

5 i 
Fliissigkeit wird durch Zugabe von Wasser entmischt und dey 
Ather dann noch mit Wasser gewaschen, hierauf mit 25°/ jev, 
Salzsiiure ausgeschiittelt. Aus der salzsauren Lisung wird 
dann essigsauer in Ather und aus der Atherischen Lisurs 
dann in Kalilauge iibergeschiittelt. 


Normales menschliches Blutserum. 
1. Angewandt 10 com. Ather gelb gefirbt, Salzsiiuie 
farblos. 


Salzsaure Lésung: 555,4—544,9, erste Streifen also nicht sichtba 








550,1 
Atherische Liésung: schwach 538,0—525,1. Nach Vorbeschattuny 
531,5 
504,9—483,7 (Ende unsicher). Endabsorption 443,5. 





494,3 

Die ausgeschiedenen weiBben Flocken wurden, ohne si 
zu waschen, in Wasser aufgeschlemmt und die Fliissigkeit mit 
Chlorwasserstofi gesittigt. Alles ging in Lisung. Die Liésung 
war ganz schwach violett gefirbt, am niichsten Tage intensi) 
violett. 

2. Angewandt 10 ccm. 

Salzsaure Lésung: 599,6—591,3; 558,4—545,2;: Endabsorption 424 

595,4 551,8 
Atherische Lésung: Streifen bei 636,672; 628,1-- 621,9; 588,0—568.7: 














625,0 578,3 
(557,5—) 539,9—-527,9; nach Vorbeschattung 507,7—491,4; Endab 
533.9 4995 


sorption 435, 
Serum einer .,Urobilinurie“. 

Das Serum!) stammt von derselben Person, von der auch 
der Harn untersucht wurde. Angewandt 11,5 ccm Serum. 
Ather-Kisessig intensiv goldgelb gefarbt, Waschwasser ganz 
schwach griinlich, zeigt keine Reaktion mit Aldehydreagens 
und Zinkacetat. 


') Wir verdanken es, ebenso den Harn, der Freundlichkeit von 
Herrn Dr. Weiss. 
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Salzsaure Lésung (farblos): stark 598,2—588,8; unsicher 573,7; 
593.5 


sehr stark 557,2—543,0; ca. 499,5—586,0. 








550, 492,17 
Atherische Lésung (schwach rosa gefirbt). Vorbeschattung bis 
627,.2—621,7; (583,6—) 571,6—566.7; nach Vorbeschattung 


4} 7.8. ya 








624,4 569,1 
135,0—524,9; nach Vorbeschattung 506,1—488,5 (Ende unsicher); 
5 29,9 497,3 
EKndabsorption 427. 
Die gefundenen Werte sttmmen auf Koproporphyrin. 
Der mit Salzsiiure ausgeschiittete Ather firbt sich beim 
stehen griin, ebenso die abfiltrierten Flocken. 





Serum einer ,perniziédsen Animie, 
Krau Dr. Angewandt 7}/, com Serum. Der Ather farbt 
sich nach Entmischen mit Wasser rosa, die Saizsiure bliaulich- 


violett. 


ia Salzsaure Lésung: sehr schwacher verwaschener breiter Streifen 


* 614,0—589,0: 557,7—542,6: Endabsorption 454. 

ji — 
601.5 5950,1 

\therische Lésung: rosa gefirbt. 628,1—621,2: 572,5—566,4; 


624,6 569,4 











1,0-—526,4; 508,8—487,9; Endabsorption 425,5. 
5812 498,3 
Autfallend ist die groBe Menge von Porphyrin im Serum, 
relativ betrichtlich mehr als im Harn, wihrend bei Petry im 
Serum kaum mehr Porphyrin enthalten war. Auf diese inter- 
essanten EKigentiimlichkeiten werden wir beim Vorlegen von 


mehr Material zuriickkommen. 





Serum eines ,himolytischen [kterus“. 
Dr. L. Das Serum ist dunkelgelb gefiirbt. Verarbeitet 
21 com, der Ather firbt sich griinlich, die ausgeschiedenen 


me A 


| Flocken sind intensiv gelb gefirbt. 








: Salzsaure Lisg.: schwach 559,1—544,6: schwach ca. 501,3—ca. 483,1. 
; 551,8 492,2 
| Atherische Liésung: 536,5—527,4; 506,2—487,9 (Ende unsicher); 





3 531,9 497,0 
Kndabsorption 434. 
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Die oben erwihnten gelben Flocken geben mit Wasser 
und Chlorwasserstoff behandelt eine violette Lésung. 


Untersuchung des Blutserums von Petry.’ 


1. (21. V. 23.) Farbe griingelb mit schwacher Fluoresceny. 
Ks iiberrascht das deutliche spektroskopische Bild. In 5 cm 
Schichtdicke und 0,5 mm Spaltbreite des Spektroskops sin( 
breite, verwaschene Streifen zu erkennen. 

617,0—610,2. Nach geringer Vorbeschattung 581,0—571,5 (rech 

613,6 576,2 
deutlicher Streifen, die Beschattung geht noch deutlich weiter bis 555,7): 
543,7—532,5 (dieser Streifen ist am deutlichsten ausgebildet). End. 

538,1 
absorption 517,7. 

Aus dem spektroskopischen Befund geht hervor, da noch 
etwas Oxyhimoglobin im Serum vorhanden war. Hierdurc) 
ist offenbar der zweite Streifen bedingt und der dritte még- 
licherweise beeintrachtigt bzw. verschoben. 

Zu dem Serum wurden nach Schumm 3 Tropfen 25°/, ige 
Salzsiure unter heftigem Schiitteln zugegeben; alles erstarrte so- 
fort. Nachdem ungefihr dieselbe Menge Salzsiure wie Serum 
zugesetzt war, ging das EiweiB an die Oberfliche, es konnte 
jedoch erst nach 14tigigem Stehen eine deutliche spektro- 
skopische Ablesung erfolgen. Es ergab sich bei 0,6 mim 
Spaltbreite: 











594,6—587,8; 556,0—543,0. 
591,2 549,5 





Die Messungen sind mit einer ungefahr 12°/,igen Salz- 
siure durchgefiihrt und daher nicht genau vergleichbar mit 
jenen von Schumm, der bei erheblich geringerer Salzsiure- 
konzentration gearbeitet hat. Auffallend ist jedoch trotzdem 
die Verschiebung nach links gegeniiber den Schumm schen 
Werten. 

2. (7. VILL. 23.) Da das Blutserum stark getriibt war, 
lieferte eine direkte spektroskopische Messung nur ganz un- 


1) Wir verdanken das Serum der Freundlichkeit von Herrn 
Dr. Mobitz. 














U8Ser 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 3k 


genaue Werte, auch nachdem das Serum mit fester Soda ver- 
setzt war. Am niachsten Tage wurde das triibe sodaalkalische 
Blutserum mit Ather iiberschichtet und nach Zusatz von viel 
Hisesssig durchgeschiittelt, wobei eine Emulsion entstand. Auf 
Zusatz von viel Ather schieden sich farblose Flocken ab, 
wihrend die gelbe Lésung leicht abfiltriert werden konnte. 
Die gelbe Lésung wurde mit Wasser entmischt und nochmals 
die atherische Lésung mit Wasser ausgeschiittelt. Das Wasser 
blieb jedesmal vollkommen farblos, wihrend die dtherische 
Lisung intensiv gefirbt war. Die iatherische Lésung wurde 
mit 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. 
Spektroskopischer Befund der fast vollkommen farblosen 
salzsauren Lésung: 
Nach geringer Vorbeschattung 596,6—590,4; 557,2—546,1 (543,1); 
593,5 551,6  (550,1) 
kein Urobilinstreifen; Endabsorption 421,5. 





Ks ist bemerkenswert, daB im Blauviolett keinerlei Ab- 
sorption zu beobachten ist, also kein ,,Urobilin“. 

Die salzsaure Lésung wurde essigsauer in Ather ge- 
trieben. 

Atherische Lisung: 625,1—621,7; vom folgenden Doppelstreifen 

623,4 
wurde nur der rechte Streifen gemessen: 
570,1—566,6; (537,3)— 534,9—526,3: 
568,3 530,6 
nach geringer Vorbeschattung 505,1—490,3; Endabsorption 416,5. 
497,7 

Die aus dem Blutserum durch Zusatz von Ather und 
Kisessig erhaltenen farblosen Flocken wurden, ohne sie zu 
waschen, in Wasser aufgeschlemmt und dieses mit Chlorwasser- 
stoff gesittigt. Alles geht vollkommen in Lésung, die intensiv 
rotviolette Firbung annimmt. (Liebermannsche Reaktion.) 
beim Verdiinnen mit Wasser und Stehen wird die Lésung 
vollkommen farblos. Spektroskopisch konnten in dieser keine 
Absorptionsstreifen beobachtet werden. 

Die gelbgefarbte Atherlésung wurde im Vakuum ein- 
geengt. Es schieden sich gelbliche Schmieren (fettartig) an 
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der Kolbenwandung ab. Das Filtrat von diesen ergab keine; 
spektroskopischen Befund. 

Auffallend war der Unterschied im Porphyringehalt be; 
beiden Untersuchungen. Wahrend am 21. VI. reichlich Poy- 
phyrin vorhanden war, war es bei der zweiten Untersuchung 
am 7. VIII, ganz betraichtlich geringer. Hierauf gehen wiy 
spater ein. 

Pferdeblutserum. 

Angewandt 50 ccm. Der Ather ist griinlichgelb gefirbt, 
das Waschwasser farblos. Beim Durchschiitteln mit Salzsiiure 
wird der Ather blaugriin, ebenso die Salzsiiure. 

Salzsaure Lésung: Stark 598,5—589,8; sehr stark 557,4—548.0; 

594,1 550,2 








Kndabsorption 430. 


Atherische Lisung: Blaugriin gefiirbt. Vorbeschattung im Rot bis 
ea. 636,5. 627,3—620,7; sehr schwach und unsicher 602,7—594,3 

















624,0 598,5 
(583,9—) 571,6—567,0; 537,9—525,4; nach Vorbeschattg. 507,8—490,2; 
569,3 531,6 499,0 


Endabsorption 472. 
Alkalische Liésung: 545,0—533,4;  511,0—492,9 (Ende unsicher); 
539,2 501,9 
467,9—456,2; Endabsorption 430. 
462,0 








Die Werte stimmen auf Koproporphyrin. 

Auch hier zeigen die abfiltrierten farblosen Flocken mit 
Salzsiure die Liebermannsche Reaktion, ebenso wie bei den 
folgenden Fallen (Rinderserum und Hiihnerserum). 


Rinderblutserum. 


Angewandt 10 ccm. Der Ather ist briunlich-gelb icaile 
Salzsaure Lésung: 558,8—545,6; Endabsorption 447,7. 


ere 9 
552,2 





Atherische Lésung: Vorbeschattung im Rot bis 623,6 (vielleicht 


Streifen 631,7—623,6); 536,8—524,1; ca. 505.5— nicht erkennbar; End- 





530,9 


absorption 42%. 
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Hithnerblutserum. 


Angewandt 30 ccm. Der Ather ist braunlichgelb gefarbt, 
beim Durchschiitteln mit Salzsiure schwach rosa, ebenso die 
Salzsaure. 

Salzsaure Lésung: Schwach 598,5—591,5; stark 559,0—544,3; 

595,0 551,6 








Endabsorption 430. 


Atherische Liésung: Rosa gefirbt. Vorbeschattung in Rot bis 
ca. 68,8; 628,5—623,1; (585,0—) 573,0—568,1; 538,3—527,4; nach Vor- 














625,8 570,5 532,8 
beschattung 508,5—492,9; Mndabsorption 436,8. 
500,7 
Alkalische Lésung: 545,1—533,1;  unsicher ca. 507,1— nicht 
539,1 
rkennbar; 467,4—457,8; Endabsorption 435,3. 
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I. Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 
(I. Mitteilung). 


II. Bemerkungen iiber das spektroskopische Verhalten dey 
Porphyrinester. 
Von 
0. Schumm. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendor’ 


(Der Redaktion zugegangen am 17, September 1923.) 


I. 


Zur einwandfreien Untersuchung klinischer Materialien auf | 


Porphyringehalt mu8 bekannt sein, unter welchen Bedingungen, 
besonders durch welche chemische Agenzien aus dem oft vor- 
handenen Blutfarbstoff oder einem seiner nachsten Umwandlungs- 
produkte (Methimoglobin, Hamatin, Himochromogen) ein Por- 
phyrin entstehen kann. Die Angaben der Literatur sind 
unzureichend.') Das gilt namentlich beziiglich der Salzsiiure 
und salzsiurehaltigen Reagenzgemische, die viel zur Extraktion 
von etwa vorhandenem Porphyrin benutzt werden. 

Auch in mehreren neueren Abhandlungen iiber die Dar- 
stellung des Himatoporphyrins wird diese Frage entwede: 
gar nicht beriihrt oder nur oberflachlich gestreift, jedenfalls in 
obigem Betracht nicht geklart. In der bekannten Abhandlung 





1) Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der Physiologisch- 
und Pathologisch-chemischen Analyse, 8. Aufl. S. 361, Berlin 1909 bei 
Aug. Hirschwald, vgl. dazu Nenckiu. Sieber, Arch. f. exp. Pathol. u. 
Pharmakol. Bd. 20, S. 330 (1886); ferner von Zeynek, in C, Neuberg, 
Der Harn, I. Teil, S. 298, Berlin 1911 bei J. Springer. Ferner Franz 
Miiller, in Oppenheimer, Handbuch der Biochemie, Bd. I, S. 707 
(1919) Jena, bei G. Fischer und E. Abderhaldens Biochem. Handlexikon. 
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von Nencki und Sieber ,Uber das Himatoporphyrin“?) findet 
sich z. B. im AnschluB an die Beschreibung der Bromwasserstoff- 
Kisessigmethode zur Darstellung des Haimatoporphyrins nur 
die kurze Angabe, daB Haimin beim Erwirmen mit Eisessig, 
der durch Chlorwasserstoff in der Kalte gesiattigt war, auf 
dem Wasserbade nicht zersetzt wurde. In den Untersuchungen 
von H. Fischer, E. Bartholomaius und H. Rése?*) iiber 
Porphyrinbildung aus Hamin durch HCl-gesittigten Hisessig 
im zugeschmolzenen Rohr bei Wasserbadwiarme oder der von 
Willstatter und M. Fischer’) tiber Porphyrinbildung aus 
Himin durch fliissigen Chlorwasserstoff sowie den Unter- 
suchungen von W. Kiister*) tiber die Abspaltung des Hiimatin- 
eisens sind Versuchsbedingungen gewahlt, wie sie bei den hier 
in Betracht kommenden Untersuchungen nicht angewandt 
werden. Ebenso kann die Haimatoporphyrinbildung aus Blut- 
farbstoff durch konz. Schwefelsiure, die bekanntlich von Hoppe- 
Seyler und Nencki und anderen naher untersucht worden ist, 
vorliufig unberiicksichtigt bleiben.5) Die zahlreichen Unter- 
suchungen iiber die Porphyrinbildung aus Himin einzeln an- 
zufiihren, diirfte sich eriibrigen, ich verweise dieserhalb auf die 





') Nencki u. Sieber, Uber das Hamatoporphyrin, Arch. f. exp. 
Pathol. u. Pharmakol. Bd. 24, S. 439 (1888). 

*) Zur Kenntnis der Porphyrinbildung. II. Mitteilung. Diese Zs. 
Bd. 84, S. 262 (1913). 

*) Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff. I. Mitteilung. Diese Zs. 
Bd. 87, S. 423 (1918). 

*) William Kiister, Beitrige zur Kenntnis des Blutfarbstofts. 
Diese Zs. Bd. 66, S. 165 (1910). 

5) Bei einer Nachpriifung der Spektralerscheinungen des aus Hiimin 
durch Behandlung mit der 200fachen Menge konz. Schwefelsiure (ein- 
tiigiges Stehenlassen, Eintragen in viel Wasser unter Kiihlung, Ab- 
zentrifugieren des Farbstoffs und Auswaschen) gewonnenen Rohproduktes 
fand ich, daB die Absorptionsstreifen auch bei einer Liésung in 
25°/, Salzsiiure viel weiter vorwirts liegen als bei Nenckis Hamato- 
porphyrin und den natiirlichen Porphyrinen, nimlich I. ungefahr 603'/,, 
Ill. ungefiihr 558'/,, in alkalischer Lésung I. 624'/,, II. angenahert 573 
(Mitte des nicht ganz symmetrischen Streifens) III. 544, IV. ungefabr 512. 
Ungeftihr das Gleiche gilt auch fiir ein von mir aus Verdauungshimatin 
durch konzentrierte Schwefelsiure dargestelltes Priaparat. Genauere 


Angaben iiber diesen Gegenstand behalte ich mir vor. 
3* 
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Abhandlungen von W. Kiister, H. Fischer und R. Will. 
stitter in dieser Zeitschrift. W. Kiisters Abhandlung jy 
Bd. 66 (dieser Zeitschrift) enthalt u. a. nihere Angaben iibe; 
Porphyrinbildung aus der dlteren Literatur, weiterhin zahlreiche 
wichtige Versuche tiber die Abspaltung des Eisens, sowie eine 
Zusammenstellung von Angaben iiber die Eigenschaften vyer- 
schiedener ,,Hamatoporphyrine“. 

Aus Himochromogen entsteht ,Hamatoporphyrin“ nach 
Hoppe-Seyler ,,bei Abwesenheit von Sauerstoff bzw. Anwesen- 
heit von reduzierenden Stoffen durch jede, auch die schwichste, 
Siure.“1) Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff schreibt 
derselbe Forscher*): Von locker gebundenem Sauerstoff voll- 
stiindig befreites Hamoglobin wird in wibriger Lésung bei 
volliger Abwesenheit von Sauerstoff durch alkoholische oder 
waBrige Lésungen von Sauren oder Alkalien unter Auftreten 
purpurroter Farbe gespalten in KiweiBstoff und Hamochromogen, 
welches in sauren Lésungen leicht seinen Hisengehalt verliert 
und in Hamatoporphyrin iibergeht. 

Dem wird von Nencki und Sieber widersprochen; in 
ihrer Abhandlung iiber das Hiimin®) schreiben sie: ,,Die Angabe 
Hoppe-Seylers, da Hiamatoporphyrin durch Einwirkung 
schwacher Siiuren aus seinem hypothetischen Hamochromogen 
bei Abwesenheit von Sauerstoff gebildet werde, konnten wir 
nicht bestitigen, obgleich wir mehrfach den Versuch wiederholt 
haben. In einem besonders konstruierten Apparate hat Herr 
Dr. Lachowicz nach stundenlangem Durchleiten von Wasser- 
stoff durch Hamoglobinlésungen, die danach vollig reduziert 
waren, sodann Vermischen derselben mit Siure unter Lutt- 
abschluB weder Himatoporphyrin noch Kisenoxydulsalz erhalten.‘ 

Hammarsten*) macht folgende Angabe: ,,Bei Zersetzung 





1) Siehe Hoppe-Seyler’s Handbuch der Physiologisch- und Patho- 
logisch-Chemischen Analyse. 8. Aufl. von H. Thierfelder, Berlin 1909. 
S. 361. 


7) A. a. O., S. 462. 

4) Nencki u. Sieber, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 20, 
S. 380 (1886). 

*) Olaf Hammarsten, Lehrbuch der Physiol. Chemie. 9. Aufl. 
S. 229. Verlag v. J. F. Bergmann, Miinchen u. Wiesbaden. 
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yon Hamoglobin mit Sauren, selbstverstindlich ebenfalls bei 
gehindertem Luftzutritt, erhalt man gewoéhnlich das Hamo- 
chromogen von ein wenig Hamatoporphyrin verunreinigt.“ 

Von Zeynek?) beobachtete Porphyrinbildung aus Haimatin, 
wenn er dessen Aufschwemmung in Wasser nach Behandlung 
mit schwefliger Saure dem Tageslicht aussetzte; auch in Himo- 
vlobinlésungen lieB sich nach gleicher Behandlung ein Porphyrin- 
vehalt feststellen. Von Zeynek bemerkt dazu: ,.Ich konnte 
hisher keine andere Sfure auffinden, welche eine ibnliche 
Reaktion bewirkt. 5°/,ige Schwefelsiure gibt mit Hamatin 
auch bei monatelanger Belichtung kein Haimatoporphyrin, mit 
Hiimochromogen nur eine sehr geringe Spur.“ 

Schon vor langer Zeit habe ich Versuche dariiber an- 
sestellt, ob in menschlichem Blutserum mit verschieden starkem 
Gehalt an geléstem Blutfarbstoff, frisch oder nach eintagigem 
Stehen in lose verschlossenem Glase, nach dem Umfillen und 
Mischen mit 25°/,iger Salzsiure Porphyrinbildung eintrat. Die 
Versuche wurden mit vielfach abgestuftem Salzsiuregehalt durch- 
sefithrt. In keinem Versuche war es zur Bildung spektro- 
skopisch nachweisbarer Mengen von Porphyrin gekommen. 
Dasselbe Ergebnis hatte ich bei entsprechend durchgefiihrten 
Versuchen an verschiedenen Arten von Blutserum, das auberdem 
tells Hamatin, teils Methimoglobin ohne und mit reichlich 
Bilirubin enthielt. In neuerer Zeit habe ich festellen kénnen, 
daB es unter den beschriebenen Versuchsbedingungen nicht 
einmal zur Bildung jener sehr geringen Mengen von Porphyrin 
kommt, die sich nur noch durch die spektrographische Methode 
auffinden lassen. Das gilt auch fiir die Versuche, in denen 
ein solches Blutserum mit der doppelten Raummenge 38°/, iger 
Salzsiiure gemischt wurde.?) Dagegen erhielt ich gelegent- 
lich beim Zusatz von viel Salzsiure zu Blutkérperchenbrei, der 


') R. v. Zeynek, Zur Frage des einheitlichen Hiimatins und einige 
Erfahrungen iiber die Eisenabspaltung aus Blutfarbstoff. Diese Zs. 
Bd. 49, S. 472 (1906). 

2) Vgl. auch O.Schumm, Uber die natiirlichen Porphyrine. Diese 
Zs, Bd. 126, S. 196 sowie die folgende Abhandlung ,,Uber den Nachweis 
der natiirlichen Porphyrine in serésen Fliissigkeiten“. 
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einige Tage im Zimmer gestanden hatte, sehr betrichtliche 
Porphyrinbildung. Wenngleich es sich um eine ausgesprochey 
pathologische Blutart handelte*), so schloB ich doch, daB dic 
beobachtete Porphyrinbildung wahrscheinlich nicht auf eine be- 
sondere, durch den Krankheitsproze8 hervorgerufene Verinderung 
des Blutfarbstoffs zuriickzufiihren sei, sondern unter entsprechen. 
den Bedingungen auch an Blutkérperchen aus normalem Blute 
eintreten wiirde. 

Ich habe darauf Versuche in Angriff genommen, die zu- 
nichst aufkliren sollen, unter welchen Umstinden aus Blut 
unter dem EHinflu8B von Salzsiure Porphyrinbildung 
eintritt und welche analytisch besonders beachtlichen 
Kigenschaften das entstehende Porphyrin hat. Die 
Ergebnisse sollten u. a. die Aufstellung genauer Vorschriften 
besonders zur Auffindung der natiirlichen Porphyrine in blut- 
haltigem Material erméglichen. Uber das bisher Festgestellte 
soll hier berichtet werden. 

Alle spektroskopischen Beobachtungen und Messungen sind 
von mir mit einem meiner Gitterspektrometer?) ausgefilhrt 
worden. Zur Beleuchtung des Eintrittsspalts benutzte ich teils 
eine Nernstlampe, teils eine besonders konstruierte Osramlampe. 
Die Lichtstirke wurde so geregelt, daf trotz engen Spaltes 
(meist etwa 0,03—0,04 mm) zuverlassig beobachtet und selbst 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von viel Haimatin auch kleine 
Mengen von Porphyrin erkannt werden konnten. In solchen 
Fallen ist natiirlich oft nur der erste schmale Streifen des 
Porphyrin-Siurespektrums nachweisbar; bei genauer Kenutnis 
dieses Spektrums ist seine Verwechslung mit einem der Himatin- 
streifen leicht zu vermeiden. Selbstverstandlich miissen die Be- 
obachtungen und Messungen bei passend gewahlter Schichtdicke 
der Fliissigkeiten, unter Umstanden nach Verdiinnung mit dem 


1) Das Blut stammte von einem Falle von himolytischem Icterus. 

2) Wegen der Handhabung dieses Apparates und der Einzelheiten 
der Arbeitsweise sei auf meine friiheren Abhandlungen in dieser Zeit- 
sebrift und auf E. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden verwiesen (Abschnitt ,,Spektrographische Methoden zur Bestim- 
mung des Hiimoglobins und verwandter Farbstoffe“). 
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zugehorigen Verdiinnungsmittel ausgefiihrt werden; dieserhalb sei 
auf die Lehrbiicher der Absorptionsspektralanalyse verwiesen. 


I. Versuche an Pferdeblut. 


1. Frisches, vom Schlachthaus geholtes Pferdeblut. Ver- 
arbeitung erfolgte innerhalb der nachsten Stunden. 

a) Das Blut mit sehr kleinen bis groBen Mengen (bis zum 
vielfachen Volumen) 25°/,iger Salzsiure versetzt und sogleich 
wie auch nach stundenlangem Stehen gepriift: 

Porphyrinbildung spektroskopisch nicht nachweisbar. Das- 
selbe Ergebnis erhielt ich, wenn statt der 25°/,igen rau- 
chende Salzséure benutzt wurde, wobei die letzte Beobachtung 
nach etwa 1 stiindigem Stehen der Mischungen vorgenommen 
wurde. 

b) Die Versuche wurden wiederholt mit der Abanderung, 
daB verschieden stark verdiinnte waBrige Lésungen des Blutes 
verwandt wurden: Porphyrinbildung lieB sich nicht feststellen. 

c) Das defibrinierte Blut wurde frisch zentrifugiert, das 
deutlich oxyhdimoglobinhaltige Serum wie oben behandelt: 
Porphyrinbildung nicht nachweisbar, ebenfalls nicht, wenn 

d) Gemische aus Serum mit wechselnden Mengen von Blut- 
kérperchen, oder 

e) scharf abgetrennter Blutkérperchenbrei unverdiinnt oder 
mit Wasser verdiinnt den obigen Proben unterworfen wurde. 

2. a) Frisch vom Schlachthaus geholtes Pferdeblut wird 
zentrifugiert und Serum und Blutkérperchenbrei (dieser auch 
nach dem Verdiinnen mit Wasser) mit verschiedenen Mengen 
25°/,iger und rauchender Salzsiure kurze Zeit und bis zu 
einer Stunde stehen gelassen. 

b) Die Versuche unter ,,a“ wurden wiederholt mit der Ab- 
‘inderung, daB statt wiBriger Salzsiture Gemische aus 5 oder 
10 com 25°/,iger Salzsiure und 95 oder 90 ccm Alkohol be- 
nutzt werden. Die Ansidtze wurden sogleich und mehrmals 
in den nachsten Stunden, endlich noch nach etwa 20 Std. ge- 
prift. — 

In keinem Versuch von ,,2a“ und ,,2b“ wurde Porphyrin- 


bildung festgestellt. 
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8. Defibriniertes Pferdeblut wurde zentrifugiert und das 
Serum abgegossen. Der Blutkérperchenbrei blieb in den mi 
Watte verschlossenen Glisern mehrere Tage bei ungefahr 15° 
stehen. Faulnisgeruch war nicht bemerkbar. Ohne Umfiillung 
wurde der Blutkérperchenbrei behandelt mit | 


a) wenig 25°/,iger Salzsiure, 

b) viel 10°/,iger Salzsiure, 

c) einer reichlichen Menge 25°/,iger Salzsiure, 

d) der mehrfachen Menge salzsaurehaltigen Alkohols. 


Ein anderer Teil wurde mit Wasser verdiinnt und dey 
gleichen Proben unterworfen, 


Nur in dem Versuch ,3c* wurde Porphyrinbildung 
beobachtet und zwar sogleich nach Herstellung der 
Mischung. In Versuch ,,d“ wurde trotz 24 stiindigen Stehens 
der Mischung kein Porphyrin festgestellt. 


4. Frisches defibriniertes Pferdeblut wird in einer Ver- 
suchsreihe mit der zehnfachen, in einer zweiten mit der 
50tachen Menge Wasser verdiinnt. Die Mischungen bleiben 
in luftdicht verschlossenen Zylindern im Zimmer stehen, bis 


sie die Farbe des ,,sauerstofffreien* Himoglobins angenommen 
haben. 


a) Teile der Lésungen werden vorsichtig abgegossen in 
Zylinder, die salzsiurehaltigen Alkohol (von 1—2,5°/, HCl-Ge- 
halt) in der dreifachen Menge enthielten. 


b) Die Versuche wurden wiederholt mit der Abanderung, 
da8 die Blutlésungen vor dem EingieBen in das Reagens mit 
Luft geschittelt wurden. 


Alle Ansitze von ,4a“ und ,4b% wurden sogleich und 
wihrend der folgenden Tage hiufig gepriift, wobei niemals 
Porphyrin nachgewiesen werden konnte. 


5. Die unter ,,3“ beschriebenen Versuche wurden im Laute 
der Zeit ziemlich oft wiederholt. Dabei wurde in der unter 
,»sc* beschriebenen Versuchsanordnung meistens Por- 
phyrinbildung festgestellt, vereinzelt auch, wenn statt der 
25°/,igen Salzsiure 12°/,ige benutzt wurde. 
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II. Versuche an menschlichem Blute. 


1. Die unter ,I. 1.“ bis ,,L. 4.“ beschriebenen Versuche 
warden in derselben Art und mit im wesentlichen gleichem 
Ergebnis auch am Blute gesunder Menschen durchgefiihrt. 
Porphyrinbildung wurde nur bei der Versuchsanordnung ,,3c“ 
beobachtet, jedoch nicht regelmaBig. Auch bei verschiedenen 
pathologischen Blutarten, die den wichtigsten der oben be- 
schriebenen Versuchen unterworfen wurden, zeigte sich das- 
selbe Verhalten. 


2. Normales menschliches Blut wurde maBig stark ver- 
diimnt und nach ergiebigem Durchleiten von a) Stickstoff, 
b) Kohlensiiureanhydrid mit 2 Vol. rauchender Salzsiure ge- 
mischt. Porphyrinbildung nicht nachweisbar. 

3. Teile derselben Blutlésung wurden in verschiedenen 
Versuchen mehr oder weniger stark evakuiert und bei Luft- 
gutritt mit rauchender Salzsiiture gemischt: Porphyrinbildung 
nicht nachweisbar. 

4. Normales, defibriniertes, steril aufgefangenes, mensch- 
liches Blut blieb in einem nur teilweise davon angefilltem 
Glase verschlossen 2 Tage bei etwa 22° stehen und wurde 
folgendermaBen verarbeitet. 

a) 1 Teil wurde in die doppelte Menge rauchender Salz- 
siure gegossen. Porphyrinbildung nicht nachweisbar. 

b) 1 Teil wurde mit gleich viel Wasser verdiinnt und 
evakuiert, sauerstofffreie Luft hinzugelassen, nochmals evakuiert 
und dieselbe Behandlung noch einmal wiederholt; zuletzt wurde 
aus einem an dem Apparate befindlichen Scheidetrichter rau- 
chende Salzsiiture eingelassen und das Gemisch untersucht. 
Ks enthielt tiberwiegend Himatin, doch war neben dessen 
Absorptionsstreifen sehr deutlich der erste schmale 
Streifen des Porphyrin-Saurespektrums im Orange 
erkennbar. 

c) 1 Teil wurde mit Wasser gemischt und auf freies 
Haimatin gepriift; es war nicht nachweisbar. Demnach ist an- 
zunehmen, da8 in dem Blute vor Luftzutritt Hiamochromogen 
in nachweisbaren Mengen nicht vorhanden gewesen ist. 
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d) Der Rest des Blutes blieb verschlossen noch einige 
Tage im Zimmer stehen. Es hatte dann noch keinen Faulnis. 
geruch. Kine kleine Menge wurde mit einem Glasrohr ab. 
gehoben und das blutgefiillte Rohrende in rauchende Salzsiure 
eingesenkt, die sich in einer Menge von mehreren Kubik. 
zentimetern in einem Reagenzglas befand. Nach dem Aus. 
flieBen des Blutes wurde durch Umriihren mit dem Rohlre 
gemischt. Sogleich gepriift, wies die Flissigkeit betracht- 
lichen Porphyringehalt auf. Wurde dagegen etwas 
von dem Blute in ein Reagenzglas abgegossen und 
erst dann Salzsaiure und zwar von 25°/, Gehalt im groBen 
UberschuB hinzugefiigt, so trat keine nachweisbare 
Porphyrinbildung ein. 


III. Weitere Versuche an Pferdeblut. 


1. Frisch vom Schlachthof geholtes Pferdeblut wurde aui 
mehrere groBe Zentrifugengliiser verteilt, zentrifugiert und bis 
zum nachsten Tage kaltgestellt. Das Serum war rot und stark 
blutfarbstoffhaltig. 

a) 3ccm Serum und 2 Tropfen Salzsiure (25°/,): Porphyrin 
nicht nachweisbar. 

b) Serum und 2 Raumteile rauchender Salzsiure: Por- 
phyrin nicht nachweisbar. 

c) nach 8stiindigem Stehen des Blutes wurde das Serum 
aus dem einen Zentrifugenglase gréBtenteils abgehoben, dann 
eine kleine Menge aus der Grenzschicht von Blutkérperchenbrei 
und Serum wie in Versuch ,,II. 4.d“ in 25°/,ige Salzsiure 
iibertragen: Porphyrin nicht nachweisbar. 

d) Versuch ,,c“ wiederholt mit der Abanderung, dab 
38°/,ige Salzsiure benutzt wurde: deutliches Porphyrin- 
spektrum! 

e) Versuch ,d“ wird am Inhalt der iibrigen Zentrifugen- 
glaser mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. 

2. a) Frisch vom Schlachthof geholtes Pferdeblut wurde 
zentrifugiert und 1 Tag stehen gelassen. In mehreren luft- 
dicht verschlossenen Zylindern wurden Gemische aus dem Serum 
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tige [fF und verschieden groBen Mengen der Blutkérperchen aufgestellt; 
nis- g die Zylinder waren zu etwa °/, gefiillt. Nach eintiigigem Stehen 
ab. [—F wurde je ein kleiner Teil vom Inhalt der Zylinder vorsichtig 


ure — in iberschiissige rauchende Salzsiure hinein abgegossen und 
vik. i die Zylinder sogleich wieder verschlossen. Die Versuche wurden 
Us- a nach mehrstiindigem Stehenlassen der Zylinder an neu ent- 
hre 2 nommenen Proben wiederholt. In allen Gemischen war 
it- : Porphyrin nachweisbar, am meisten in den Proben aus den 
‘as a blutkérperchenreichsten Zylindern. Als gleich nach der letzten 
nd — Entnahme vom Zylinderinhalt wiederum 1 Probe abgegossen 
en — und mit Salzsiure behandelt wurde, war die Porphyrinbildung 
re [- geringer. Wurde der Zylinderinhalt mit Luft geschittelt 


und dann mit rauchender Salzsaéure behandelt, so lieB 
sich das Porphyrin nicht nachweisen. 

Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB 
im Inhalt der verschiedenen Zylinder nachweisbare 
| Mengen von Himatin nicht vorhanden waren, mithin 
k = die vorherige Anwesenheit von Hamochoromogen 
' auch nicht anzunehmen ist. Wiederholte Messungen 
ergaben, daB die Absorptionsstreifen des Porphyrins 
bedeutend weiter rotwirts lagen als bei Lésungen der 
bekannten natiirlichen Porphyrine. Bei Mischungen, die 
schitzungsweise gegen 25°/, HCl enthielten, oder nachtraglich 
ungefahr auf diesen HCl-Gehalt gebracht waren, fand ich fiir 
den Ort der zwei Hauptstreifen in verschiedenen Versuchen: 


at 


n 


: I It 
Mu meu 
1. 602 566.6 
2. 608 557 
8. 603 557.8 
4. 603 556 


b) Von einem Teile des Pferdeblutes von ,,[I1. 2“ war bald 
nach dem Zentrifugieren das Serum gréBtenteils abgegossen 
und der Blutkérperchenbrei etwa 5 Tage bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt worden. In rauchende oder in 
25°/,ige Salzsiure eingetragen, lieferte er reichliche 
Porphyrinbildung. Bei ungefahr 25°/, HCl-Gehalt der Ge- 


papal AEA : 
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mische fand ich fiir die Streifen I uu 604. LILI wy 557. Kin 
Teil des Blutkérperchenbreis wurde in die mehrfache Menge 
eines Gemisches aus 5 Raumteilen 25°/,iger Salzsiiure und 
95 Raumteilen Alkohol eingebracht, in der Mischung lieB sich 
keine Spur Porphyrin nachweisen. Gleich danach iiberzeugte 
ich mich, daB der noch verbliebene Rest des Blutkérperchen- 
breis mit einem UberschuB von 25°/,iger waBriger Salzsiiure 
sogleich Porphyrinbildung gab; nicht dagegen mit wiabBriger 
Salzsiure von nur 8°/, HCl-Gehalt, ebenfalls nicht mit 
Hisessig. 

c) Aus Blutkérperchenbrei einer anderen Portion Pferde. 
blut, der ungefahr 1 Woche gestanden hatte, erhielt ich 
schon durch kurz dauernde Behandlung mit einem 
UberschuB von 12°/,igerSalzsaure deutliche Porphyrin. 
bildung, mit salzsiurehaltigem Alkohol (1 Vol. 25°/, HC| 
und 9 Vol. Alkohol) dagegen erst nach vielstindiger 
Hinwirkung. 

d) Blutkérperchenbrei aus defibriniertem Pferdeblut, der 
in einer verschlossenen Flasche einige Tage im Hisschrauk, 
danach mehrere Tage im Zimmer gestanden hatte, wurde unter 
Verhinderung jeden Luftzutritts in etwa die 10fache Menge 
rauchender Salzsiure eingetragen. Nach einigen Minuten wurde 
die Masse gut durchgemischt und eine halbe Stunde stehen- 
celassen, ein Teil sogleich und der Rest nach etwa 1 Stunde 
mit Chloroform ausgeschiittelt. Nach Abtrennung der Chloro- 
formschicht wurde mit weiteren Mengen Chloroform ausge- 
schiittelt und die vereinigten Chloroformausziige mit Wasser 
gut ausgewaschen, geklirt und das Chloroform abdestilliert. 
Teile des trockenen Farbstoffriickstandes dienten zu folgenden 
Versuchen: 

1. Der trockene Farbstoff ist in kaltem Chloroform sehr 
leicht léslich ; 

2. er lést sich auch in kaltem Ather reichlich. Die mit 
Wasser wiederholt gewaschene Atherlésung gibt sechs Ab- 
sorptionsstreifen, vier Hauptstreifen, einen schwicheren Streifen 
im dunkleren Rot auf ungefihr 666 und einen sehr zarten 
schmalen Streifen auf etwa 6041/,. Die vier Hauptstreifen 


a 
a 
= 
he, 
Dae 
Bs 
' 











REE SCLNA a Se ALE EEE EEE aS RETO TOR 


oe Br ecattn Cay bari 


Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 45 


] jiegen auf 6317/,, 535*/,, 5021/, und (Doppelstreifen) auf 
F a) 586, b) 5751/, (a = schwaches, b = deutliches Maximum). 
| Zusatz von etwa!/,, Vol. Eisessig bewirkt nur eine unbedeutende 


Verinderung; 

3. er lést sich leicht in 25°/, HCl. Die Lésung gibt das 
Porphyrin -Siurespektrum: I. 6021/,, Il. ca. 582, IIL. 5577/,. 
Mit dem gleichen Volumen Chloroform geschiittelt: bedeutender 
Teil des Farbstoffs geht in das Chloroform; auch dieses gibt 
das Porphyrin-Saiurespektrum aber mit verainderter Lage: I. 606, 
(I. ungefahr 5841/,, III. 561. 

4. Wird die itherische Lésung des Farbstoffs mit dem 
vleichen Vol. 5°/,-HCl geschiittelt, so geht ein bedeutender Teil 
des Farbstoffs mit violetter Farbe in die Saure und gibt das 
Porphyrin-Saurespektrum: I. 599, III. 554,5. Nachdem noch 
mehrfach mit neuen Portionen 5°/, HCl ausgeschiittelt ist, wird 
ler Rest des Farbstoffs aus dem Ather in 25°/, HCl tber- 
vefiihrt. Die Lésung in 25°/, HCl ist griin und gibt das Spek- 
trum wie oben, aber I. auf 602, II]. auf 557; auBerdem ist 
noch ein schwacher Streifen im dunklen Rot auf ungefaihr 667 
vorhanden. — Der durch Ausschiitteln der Atherlésung (s. 0.) 
mit 5°/, HCl gewonnene Farbstoff wird in 25°/,ige Salzsaiure 
iibergefiihrt und gibt dann das Porphyrin-Saurespektrum mit 
der Lage der Hauptstreifen: J. 602, III. 557. 

5. Der in Ather aufgenommene Farbstoff lift sich daraus 
durch Schiitteln mit Kalilauge in wiaBrige alkalische Liésung 
iiberfiihren, ein Teil scheidet sich dabei aus. Aus der wiBrig- 
alkalischen Lésung laBt sich der Farbstoff nach dem Ansiuern 
mit Kssigsiiture wieder in Ather oder nach dem Ansauern 
mit Salzsiure zum betriachtlichen Teil in Chloroform iiber- 
tithren. 

6. Beim Ansiuern der waBrig-alkalischen Liésung mit 
Kssigsiure scheidet sich der Farbstoff in Flocken aus, die ab- 
filtriert und gewaschen noch feucht in Chloroform wieder in 
Lésung gebracht werden kénnen. Die Chloroformlésung zeigt 
vier Hauptstreifen (und einen sehr zarten Streifen auf etwa 
604). Sie liegen auf 6291/,, 575 (davor schwaches Maximum 
auf ungefahr 586), 5401/,, ungefahr 506. 


2) 


a 
ie 








46 O. Schumm, 


7. Kocht man den Farbstoff nach dem Verfahren yo, 


Kiister und Deihle’), mit 1°/, HCl enthaltendem Methy). 


alkohol 1/, Stunde am RiickfluBkiihler und gieBt die Liésung 
in etwa die 30fache Menge Wasser, so scheidet sich die ge. 
bildete Substanz vollstindig in Flocken aus, die sich in Wasser 
bei Zusatz von etwas Kalilauge nicht lésen; sie lésen sich 
dagegen leicht in Chloroform und in 25°/,iger Salzsiure. Dic 
Lésung in Chloroform verhilt sich bei der Behandlung mit 
Salzsiure deutlich verschieden gegeniiber dem urspriinglichen 
Farbstoff. Beim Kochen mit 10°/,iger Kalilauge lést sich der 
ster“, die Lésung gibt ein vierbandiges Spektum. 


IV. Wiederholung und Erweiterung von ,,ITI.“ unter 
Benutzung menschlichen Blutes. 


Die wichtigsten der unter ,,IJI.“ beschriebenen Versuclie 
wurden auch an normalem menschlichen Blute ausgefihrt mit 
im wesentlichen gleichem Ergebnis. — In einem weiteren Ver- 
suche benutzte ich mit ungefaihr 1°/, Fluornatrium versetztes 
Blut, das in einem halb gefiillten, luftdicht verschlossenen Ge- 
fie ungefahr 2 Wochen im Zimmer gestanden hatte. Ich tiber- 
goB das Blut sogleich nach dem Offnen des Glases mit etwas 
rauchender Salzsiure und schiittete dann den ganzen Inhalt des 
Glases in etwa die 10 fache Raummenge rauchender Salzsiiure. 
Die Untersuchung einer kleinen Probe der Fliissigkeit ergab, dab 
der Blutfarbstoff zum groBen Teile in porphyrinartige Substanz 
verwandelt war. Beim Schiitteln einer Probe der Fliissigkeit 
mit Chloroform ging eine bedeutende Menge Porphyrin in das 
Chloroform. Die Hauptmenge der Flissigkeit wurde mit gleich- 
viel Wasser verdiinnt, mit einer reichlichen Menge Chloroform 
geschiittelt und die stark gefarbte Chloroformlésung mit mehreren 
Portionen Wasser gewaschen. Ein kleiner Teil dieser nunmehr 
leuchtend rosenroten Chloroformlésung wurde mit dem gleichen 
Volumen 25°/, iger Salzsiure geschiittelt, wobei ein Teil des 
Farbstoffs in die Salzsiure iiberging. Beide Fliissigkeits- 
schichten gaben das Porphyrin-Siurespektrum, 





1) Diese Zs. Bd. 86, S. 54 (1913). 
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die Chloroformschicht mit der Lage der Streifen I. ca. 606, 


Ill. ,, 562, 


, Salzsiureschicht st . i ‘ 4.5: SE), 
Ill. ,, 556%/,. 


| Die Hauptmenge der urspriinglichen gewaschenen Chloroform- 
| jésung wurde im Vakuum verdampft, der braune Riickstand mit 


Wasser unter Zusatz von sehr wenig Kalilauge aufgenommen 


F und die Lésung filtriert. Aus dem Filtrat wurde der Farbstoff 
' mit Essigsiiure gefillt, der flockige Farbstoff abfiltiert, mit Wasser 
' gewaschen, scharf abgepreBt, zwischen Flie8papier abgetrocknet 
und mit einem groBen UberschuB von 1°/, HCl enthaltendem 


Methylalkohol durch 15 Minuten langes Sieden am Riickflub- 


kiihler verestert*), die Lésung abgekiihlt, in die 5 fache Menge 


Wasser gegossen und mit Soda alkalisiert, wobei eine reich- 


| liche Ausscheidung entstand. Durch Ausschiitteln mit mehreren 


Portionen Chloroform lieB sich der Niederschlag fast voll- 
stindig in Lésung bringen. Die Chloroformlésung gab das 
Absorptionsbild der Porphyrinester mit folgender Lage der 
Streifen: I. uu 629,5; IL. sehr zarter schmaler Streifen auf 
ungefihr 603; II]. unsymmetrisch, Max. rechts von der Mitte 
auf ungefahr 574 (Mitte des Streifens angenihert 580); IV. 540; 
VY. 506,38. 
V. Versuche an Verdauungshamatin ”) 
(¢-Hiimatin nach W. Kiister’), 


Frischer Blutkérperchenbrei (aus Pferdeblut gewonnen), 
wurde mit dem 100fachen Volumen Pepsin-Salzsaurc (0,5 g 
Pepsin auf 1000 ccm 0,2°/, iger Salzsiure) 2 Tage lang bei 
37° gehalten, danach noch 1 Tag bei etwa 15° Die Flasche 
enthielt nunmehr unter einer gelben Fliissigkeit einen reich- 
lichen Farbstoffniederschlag. Weder in der Fliissigkeit noch 
im Bodensatz lieB sich Porphyrin nachweisen. Der Bodensatz 





1) Nach dem Vorgange von W. Kiister und Deihle, vgl. diese 
Zs. Bd. 86, S. 54 (1913). 

4) R. von Zeynek, l.e. 

5) W. Kiister, Beitrige zur Kenntnis der Blutfarbstoffe. Diese Zs. 
Bd. 66, S. 238 (1910). 
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wurde abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und an der Luf 


getrocknet; er zeigte die bekannten EHigenschaften des ,Hi. E 


imatins e@ und diente zu folgenden Versuchen: 


1. 1 Teil wurde mit viel Wasser angerieben und nit 
wenig Hydrazinhydrat versetzt.1) Teile der roten, ein starkes 
Hamochromogenspektrum gebenden Lisung wurden mit salz. 
siurehaltigem Alkohol von 1,3 bzw. 2,6°/, HCl-Gehalt im Uber. 
schuB gemischt. Die Lésungen gaben frisch kein, nach zwei. 
tigigem Stehen in zerstreutem Tageslicht dagegen  starkes 
Porphyrinspektrum. 


2. 1 Teil wurde mit Wasser angerieben, einige Tropfen 





sehr stark verdiinntes Hydrazinhydrat hinzugefiigt. Teile der} 


allmahlich sich rétenden Lésung (starkes Hamochromogen. 


spektrum) wurden tropfenweise eingegossen in eine iiber- | ~ 


schiissige Menge von 
a) 3°/,iger waBriger Salzsiure, 
b) 10°/, iger . 
c) 25°/, iger ” . 
d) 1,3°/, HCl enthaltenden Alkohol. 


” 


Bei dauernder Beobachtung bis zum Ablauf 14/, Stunde : 


lieB sich in keiner Probe Porphyrin nachweisen. Probe ,,‘ 
wurde weiter aufbewahrt und nach 20stiindigem Stehen im 
Schatten nochmals geprift. Sie gab jetzt ein miabBig 
starkes Porphyrinspektrum (Str. 1. wu 5991/,; Str. IIT. 554; 
ferner einen starken Streifen im Rot auf uu 641). 


3. a) 1 Teil wurde mit 20fach verdiinntem Hydrazin- 
hydrat angerieben und die rein rote himochromogenreiche 
Lésung mit stark verdiinnter waBriger Salzsiure versetzt, 
wobei der Farbstoff in braunen Flocken ausfiel. Bei der 
Behandlung mit 25°/, iger waBriger Salzsiure entstand daraus, 
wie erwartet wurde, kein Porphyrin. 


b) Der Versuch wurde wiederholt mit der Abinderung, 
daB die rote Himochromogenlésung in iiberschiissigen, 1,3°/, 


1) Nach dem Vorgang Hiifners, vgl. von Zeynek, Uber das 
Hiimochromogen. Diese Zs. Bd. 25, S. 498 (1898). 
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Luft f HCl enthaltenden Alkohol eingegossen wurde. Auch hierbei 
Hi. —  entstand Porphyrin nicht. 
: 4, a) 1 Teil wurde in Sodalésung gelést, in die 5 fache 
t Menge salzsiurehaltigen Alkohols (von 1,3°/, HCl-Gehalt) ge- 
 gossen, die stark saure Fliissigkeit mit Natriumcarbonatlésung 
 versetzt und mit Hydrazinhydrat reduziert, wodurch ein dunkel- 
| rosa gefirbter Niederschlag entstand. Die ganze Masse wurde 
 umgeschiittelt, der gréBere Teil in die 5 fache Menge 1,3°/, HCl 
enthaltenden Alkohols gegossen und verschlossen im zerstreuten 
Tageslicht 24 Stunden aufbewahrt. Die braune Flissigkeit 
zeigte dann neben dem Himatinspektrum deutlich 
die Streifen des Porphyrins. Der kleinere Teil der Masse 
wurde von der Hauptmenge Fliissigkeit durch Filtrieren be- 
freit, der Riickstand noch mit wenig Hydrazinhydrat gemischt, 
sogleich in die 3fache Menge salzsiurehaltigen Alkohols ge- 
gossen und verschlossen 24 Stunden im zerstreuten Tageslicht 
aufbewahrt. Diese nunmehr briunlichrote Flissigkeit 
gab dann ein fast reines Porphyrinspektrum. 

b) 1 Teil wurde durch méglichst wenig einer verdiinnten 
Hydrazinhydratlésung in Hiimochromogen verwandelt, mit viel 
1,3°/, HCl enthaltendem Alkohol gemischt und bis zum niichsten 
Morgen verschlossen im zerstreuten Tageslicht stehen gelassen. 
Die Lésung gab dann ein deutliches Porphyrinspektrum, dessen 
Streifen ([. auf wu 600,7; UL. auf uy 556,1) bedeutend weiter 
rotwirts lagen als bei den bekannten natiirlichen Porphyrinen. 
Nach dem Alkalisieren mit Sodalésung gab die Fliissigkeit 
gleich den natiirlichen Porphyrinen ein 4 bandiges Spektrum, 
das sich von jenen aber in Kinzelheiten unterschied, besonders 
~ durch die Lage des ersten Streifens, der ungewohnlich weit 
rotwirts lag. Der Ort der 4 Streifen war: 
| I. etwa 627,7; LL. (unsymmetrisch) Maximum (rechts von 

der Mitte) auf ungefiihr 574; ILL. 538,9; IV. ungefiithr 505. 
Die alkalische Lésung wurde mit Essigsiiure angesiiuert, 

mit Wasser verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather- 

© auszug, der den Farbstoff enthielt, warde zweimal mit Wasser 
das |) 8@Waschen, dann mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet und 

r mit 25°/, iger Salzsiure geschiittelt. Sie nahm den Farbstoff 
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auf und gab das Porphyrin-Siurespektrum mit dem Ori de; 
Hauptstreifen I. wu 601,6; IIT. 557,5, also wiederny 
betrichtlich weiter rotwarts als bei den natiirliche,y 
Porphyrinen. 

c) 1 Teil wurde in Wasser unter Zusatz von wenig 
Sodalésung gelést, mit méglichst wenig stark verdiinntey 
Hydrazinhydrat reduziert und die rote Lésung in die 7 fache 
Menge salzsiurehaltigen Alkohols (von 1,3°/, HCl-Gehalt) ge. 
gossen. Die braune Fliissigkeit zeigte nur das Hiamatir. 
spektrum; sie blieb in einem verschlossenen, etwa zu */, ge. 
fiillten Zylinder 40 Stunden im Dunkeln stehen, war danach 
braunrot und gab nunmehr ein starkes Porphyrin. 
spektrum, Hauptstreifen I. auf 600,1; III. auf 556,38. Auber. 
dem war noch je ein schwacher Streifen im Rot angenihert 
auf 630 und ein schwacher Streifen im Blau auf etwa 462° 
vorhanden. 

a) 1 Teil dieser Lésung wurde mit Kalilauge alkalisier 
und gab dann zunichst das unter ,,b“ beschriebene vierbandige 
yalkalische“ Spektrum mit dem Ort der Streifen 1. 627; II. un- 
gefahr 575; ILI. 538'/,; IV. ungefahr 505. Als die Lésung 
im Absorptionsgefi8 (offen) einige Zeit gestanden hatte, fe! 
mir auf, daB die untere Fliissigkeitsschicht schwaci 
rosa geworden war und im Spektrum einen allmiahlici 


stirker werdenden neuen Streifen auf etwa 556 zeigte, 


wie er dem Haimochromogen zukommt. Nach dem An- 
siuern trat das Porphyrin-Siurespektrum auf, bei erneutem 
Alkalisieren das vierbandige Spektrum, beim Stehenlassen in 
der unteren Schicht wieder Rosafirbung und spektroskopisch 
der zugehdrige Streifen auf etwa 556. (Dieser Versuch wurde 
mehrmals mit demselben Ergebnis wiederholt.*) 


1) Das Vorhandensein dieses Absorptionsstreifens ist meines E- 
achtens auf einen Begleitstoff der Porphyrine zu beziehen, der unte 
noch nicht geniigend erforschten Bedingungen, unter anderem auch be 
Lichteinwirkung auftreten kann und yon mir schon friiber in salzsaure: 
Ausziigen porphyrinhaltiger Knochen beobachtet ist. Vgl. diese Zr. 
Bd. 96, S. 199 (1915), (O. Schumm, Uber das »Himatoporphyrin“ sue 
Harn und Knochen.) 

*) Vgl. hierzu Laidlaw, Journal of Physiology Bd, 31 (1904). 
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F Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 51 
der 3 p) Kin anderer Teil der Lisung wurde mit viel Ather 
vm — gemischt, mehrfach mit Wasser ausgeschiittelt, wobei der 
hey q | Farbstoff fast ganz im Ather blieb, und der Ather mit meh- 


‘yereren Portionen 25°/, iger Salzsiure ausgeschiittelt. Diese 
waren stark griin und gaben ein intensives Porphyrinspektrum 











| ‘ 
ehig 

ten F iiauptstreifen I. wu 601; IIL. 556,3). Die griine Lé- 
he FF) sung wurde mit einigen Misknen Portionen Chloroform 
ge- : geschiittelt, wobei der Farbstoff bis auf einen kleinen 
tir. EB Rest mit griiner Farbe in das Chloroform ging. Dieses 


gab ein sehr starkes Porphyrin-Saiurespektrum. Die 
Chloroformlésung, durch Waschen mit Wasser von 
 Salzsiure befreit, wurde rotbraun und gab jetzt ein 
tarkes vierbandiges Spektrum. I. 630,5; II. unsym- 
metrisch, Maximum (rechts von der Mitte) etwa 575; 
/ lil 539,7; IV. 5065. Bei Zusatz von wenig 25°/, iger 
 Salzsiure wird die Chloroformliésung sofort stark 
grin und gibt wieder das Porphyrin-Saurespektrum. 
q y) Der Versuch ,,c §“ wurde nochmals in etwas gréBerem 
Umfange bis zur Gewinnung der HCl-freien rotbraunen Chloro- 


UL 
ing formlésung wiederholt. Diese wurde verdunstet und der 
fie] | trockene Rickstand nach dem Vorgange von Nencki 


ch t und Zaleski’) zur Veresterung mit Methylalkohol und 





ch : trockenem HCl-Gas behandelt, wobei der Farbstoff 
te, |. sogleich vollstindig in Liésung ging. 

AD- > Nach 1 stiindigem Stehen wurde die Lésung zur Abschei- 
en 4 dung des ,,Esters* unter Kiihlung verdiinnt, mit Soda alkali- 
in a siert und mit Chloroform geschiittelt.?) Die Chloroformlésung 
sch | gab sehr stark das bekannte Spektrum der Porphyrin- 


nde 4 ester, doch lagen alle Streifen weiter rotwarts als bei 
den Estern der beiden bekannten natirlichen Por- 





“ : phyrine. Die Ortsbestimmung ergab fiir die Streifen: L. up 627; 
ter P. Ll. duBerst zart 600,9; III. Streifen mit zwei feinen Maxima auf 
hei . ungefihr 583,83 (a) und 571,4 (b); 1V. 538; V. ungefahr 506. 
. : ')M. Neneki und J. Zaleski, Untersuchungen tber den Blut- 
sus |) tarbstoff. Diese Zs. Bd. 30, S. 427 (1900). 

a *) Vel. H. Fischer, Uber das Urinporphyrin, diese Zs. Bd. 95, 


S. 49 (1915). 
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a a lipree 


Fiir die Ester der beiden natiirlichen Porphyrine sing 


ere 

folgende Werte gefunden: on 
Kotporphyrinmethylester'): I. 621; IL. 595; III. a} 57755, d 

c) 566; IV. 533,5; V. 498. A ces 

Harnporphyrinmethylester?): I. 625; IL 598; ITT. a) 5815, & sau 

b) 570,5; IV. 536; V. 499.5. - 

Zur Reindarstellung und zu Krystallisierungsversuchen F {,i: 


reichten die augenblicklich verfiigbaren Mengen des hei der Ver. B des 
esterung gewonnenen Stoffes noch nicht aus. 


BEY Stet 


PRES ae oe 
eke nce heist ET OB I eS RTOS 
- 
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Anm.: von Zeyneks Angabe iiber die Bildung von Porphyrin 
aus Verdauungshimatin sowie aus Hiimoglobin durch schweflige Siinre 
bei gleichzeitiger Einwirkung von Sonnenlicht habe ich bestiitigen kénnen 
Der entstandene Farbstoff verhielt sich abweichend von dem durch Salz- 
siurebehandlung aus Himoglobin gewonnenen Porphyrin. 





VI. Weitere Versuche an menschlichem Blute. 


1. In einer sterilen, luftdicht verschlieBbaren, Glasperlen 
enthaltenden Flasche wurde normales Blut aufgefangen, durch 
Schiitteln defibriniert und so verschlossen 1 Woche bei etwa 1s° 
stehen gelassen. 

a) Kin nach ,If. 4. d‘ ausgetiihrter Versuch ergab bei 
Verwendung von 25°/, iger Salzsiiure starke Porphyrinbildung. 
Wurde 1 Teil des Blutes aber abgegossen und vor dem 
Eintragen in Salzsiiure stark mit Luft geschiittelt. so blieb 
die Porphyrinbildung aus, es entstand also nur Hiimatin. | 

b) Etwa 20 ccm der unteren blutkérperreichen Masse wurde 
in 150 ccm 25°/,iger Salzsiure eingetragen. Die ein sehr 
starkes Porphyrinspektrum zeigende Flissigkeit wurde 
zur Entfernung beigemengten Hiimatins 4mal mit Ather aus- 
geschiittelt. Die nunmehr schmutzigviolette salzsaure Porphyrin- 
lésung wurde mit Soda unter Kihlung alkalisiert, mit Essig- 
siure angesiiuert und mit Ather geschiittelt, wobei der Farb- > 





Stair 





ne - _ 


m4 L. 
a ° ° 5 om . ° ay \ 
stoff zum groBen Teile in den Ather iiberging, Nach zweimal a 
wiederholter Behandlung mit Ather wurden die Atherausziive 
a 


) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 97, 5. 127 (1916). O. Schumm, Bei- FO 
triige zur Kenntnis der Himatoporphyria congenita. Diese Zs. Bd. 98, Fo“ 
S. 161 usf. (1916). Fr 
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fe in ae an 


sind  yereinigt, mehrfach mit Wasser gewaschen und mit entwiisser- 
» tem Natriumsulfat getrocknet. 
75, Die Atherlésung wurde mit 25°/,iger Salzsiure 


geschiittelt, in die der Farbstoff tiberging. Die salz- 
15, B saure Lésung gab scharf das Porphyrin-Siurespektrum 

: I. py 602,7; Ii. 557,9. Beim Schiitteln der salzsauren 
' Losung mit Chloroform nimmt dieses die Hauptmenge 
' des Farbstoffes auf. Die Chloroformlésung ist griin, mit 
: Wasser gewaschen wird sie briunlichrot und zeigt jetzt 4 strei- 
‘ iges Spektrum. Ein kleiner Teil wird mit Salzsiure versetzt, 
- \ird danach griin und gibt wieder ein Porphyrin-Siurespektrum. 
| Die Hauptmenge der reinen Chloroformlésung wird im 
Vakuum verdampft, der Rickstand mit Methylalkohol 
undtrockenem HCl-Gas verestert. Derveresterte Farb- 





7 stoff léste sich vollstandig in Chloroform, die braun- 


' rote Lésung gab ein Absorptionsbild wie die Methyl- 
f ester der bekannten natiirlichen Porphyrine, nur 
- waren alle Streifen bedeutend nach Rot verschoben. 
Die Ortsbestimmung mit dem Giiterspektrometer ergab fiir 
|. uu 627,1; IL. ca. 600,4; ILL (Doppelstreifen bzw. Streifen 
mit 2 Maxima) auf ca. 582,2 und 571; LV. 537,7; V. ca. 505,4. 

c) Blutkérperchenbrei aus normalem defibrinierten Blute, 
das ungefahr 1 Woche gut verschlossen im Zimmer gestanden 
hatte, wurde in die 5fache Menge 25°/,iger Salzsiiure ge- 
gossen, die Mischung nach einigen Minuten mit viel Chloro- 
orm geschiittelt, die griin gefirbte Chloroformlésung, die ein 
_ starkes Porphyrin-Siurespektrum gab, wurde abgetrennt, zwei- 
» wal mit Wasser geschiittelt, wobei die griine Farbe in Rot 
E liberging. Gleichzeitig schieden sich braune Flocken ab, die 
© abtiltriert wurden. 

«) Die Chloroformlésung gab ein 4bandiges Spektrum 








Z J. wp 630; II. unsymmetrisch, Maximum rechts von der Mitte 
‘ auf ungefiihr 575; ILI. unsymmetrisch, Maximum etwas links 
J von der Mitte ungefahr auf 541; IV. etwas unsymmetrisch, 
. Maximum auf ungefihr 508). Die Lésung wurde im Vakuum 
9 auf }/, Vol. eingeengt und mit gleichviel 25°/,iger Salzsaiure ge- 





schiittelt, wobei der kleinere Teil Farbstoff im Chloroform blieb 
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(Spektr.: L. up 605,7; LIL. uw 559,9). Die Hauptmenge Farbstos 


ging in die Salzsiure. Diese wurde noch mit wenig Chloroforn 
geschiittelt und vom Chloroform abgetrennt. Die Salzsiurelésung 
gab ein scharfes Porphyrin-Saurespektrum, I. 602,7; IL. 557). 


Die oben erwaihnten braunen Flocken waren in verdiinntey 
Kalilauge léslich. Die braune Lésung gab ein Spektrum mit 
5 Streifen, deren erster, im dunklen Rot auf ungefihr 644 
gelegen, besonders beachtenswert erscheint und auf dessey 
Bedeutung an anderer Stelle niher eingegangen werden soll 
Die iibrigen Streifen lagen auf ungefihr 594, 566, 5402/, und 
der fiinfte auf der Grenze von Griin und Blau. Ein Teil de 
Flocken wurde in 25°/, iger Salziiure gelést. Die blaugriine 
Lésung gab ein sehr starkes Porphyrin-Saiurespektrum, I. 602,7: 
III. 556,9. Aus dieser Salzsiiurelésung lieB sich der Far). 
stoff wieder teilweise mit Chloroform ausschiitteln (Chloroform. 
lésung gibt Spektrum [. ca. 605; IIT. ca. 561.') 

Die Salzsiurelisung gibt danach noch das Spektrum it 
derselben Lage der Streifen wie vorher. 


d) Der Versuch ,,c“ wird wiederhoit. Alle Beobachtungen 
von ,,c“ wurden bestitigt. 

e) Der Versuch wird nochmals wiederholt. Die dure: 
Ausschiitteln der Blutkérperchenbrei-HCl-Mischung mit Chloro- 
form erhaltene Lésung wird diesmal wiederholt sehr griindlich 
mit Wasser ausgewaschen. Dabei fallt allmihlich die Haupt- 
menge des Farbstoffes in braunen Flocken aus. In 25°/, iger 
Salzsiure sind sie mit griiner Farbe léslich und geben starkes 
Porphyrin-Siurespektrum, I. wy 602,9; III. 557,5. 

f) Aus menschlichem Blute wurde in der unter ,,c“ be. 
schriebenen Weise, aber mit rauchender Salzsiiure, der chloro- 
formlésliche Farbstoff dargestellt. Der nach dem Abdestillieren 
der Chloroformlésung verbliebene Farbstoff wurde mit Ather 
aufgenommen und die konzentrierte itherische Loésung mit 
mehbreren Portionen 27/,°/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt, wobei 


1) Derselbe Lagenunterschied: in 25 °/,iger Salzsiure I. ca, 602 oder 
603; IIL. ca. 556 oder 557, in HCl-haltigem Chloroform dagegen ca. 605 
und 561 wurde bei Wiederholung der Versuche bestiitigt. 
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Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff. 55 


der gréBere Teil des Farbstoffs in die Salzsiure tiberging.') Die 
Lésung war in durchfallendem Lichte griin, in auffallendem 
rotviolett. Durch Schiitteln mit mehreren Portionen Chloro- 
form lieB sich ihr der Farbstoff bis auf eine winzige Menge 
entziehen. Die durch Waschen mit Wasser entsiuerte Chloro- 
formlésung war rot und gab das unter ,,c e“ beschriebene 
Spektrum, in etwas dickerer Schicht auBerdem noch einen 
juBerst zarten Streifen auf ungefahr 6031/,. Wurde die Chloro- 
formlésung mit gleichviel Salzsiure (von angendhert 25°/,) ge- 
schiittelt, so ging ein betrichtlicher Teil des Farbstoffs in die 
Siure. Beide Fliissigkeitsschichten gaben ein Porphyrin-Saure- 
spektrum. Der Ort der beiden Hauptstreifen I und III wurde 
bestimmt fir die Chloroformschicht zu 606 bzw. 561, fiir die 
Salzsiiureschicht zu 6021/, bzw. 557. 

Aus der urspriinglichen atherischen Lésung lieB sich der 
darin noch vorhandene Farbstoffrest durch Schiitteln mit wenig 
12°/,iger Salzsiure zum gréBeren Teile, der letzte Rest mit 
sehr wenig 25°/, iger Salzsiiure fast vollstindig entfernen. 


g) Blutkérperchenbrei aus menschlichem Blute wurde wie 
in ,c behandelt, aber mit rauchender Salzsiure aufgespalten, 
die mit Wasser stark verdiinnte Fliissigkeit filtriert, mit Kali- 
lauge alkalisiert, mit Essigsiure angesiuert und mit Ather 
ausgeschiittelt. Der stark rosa gefirbte Atherauszug wurde 
abgetrennt, mit Wasser gewaschen, geklirt und mit 25°/, Salz- 
siure ausgeschiittelt. Die lila gefirbte Salzsiurelésung, die 
sehr stark das Porphyrin-Siurespektrum gab, wurde einen Tag 
lang in helles Sonnenlicht gestellt. Am nachsten Morgen war 
sie griinstichig gelb und lieferte im Spektrum nur einen starken 
Absorptionsstreifen im Blau auf wy 463 (vgl. S. 16, Anm. 1), 

h) Der Versuch ,c* wird nochmals wiederholt, die 
Chloroformlésung des Farbstoffes verdampft und mit 


') Nach einigen vorliufigen Versuchen scheint die ,,Salzsiurezahl“ 
ziemlich hoch zu liegen, wahrscheinlich nicht unter 3. Bei der weiteren 
Searbeitung des Farbstoffes beabsichtige ich die Fraktionierungsmethode 
von Willstitter und Mieg planmiéBig anzuwenden (vgl. R. Will- 
statter und Max Fischer, Untersuchungen iiber den Blutfarbstoff, 
diese Zs. Bd. 87, S. 439, 1913). 
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Methylalkohol') und HCl-Gas verestert, der ,Ester“ jy 
bekannter Weise abgeschieden und in Chloroform ge. 
lést. Die Lésung gab das oben beschriebene Spektrum, 
1. 6277/,; IL 601°/,; IIL. 582 und 575; IV. 540; V. ca. 5061), 
Kine Probe der Lésung mit der oldies: Raanimign ungefiihr 


25°/,iger Salzsiure geschiittelt: Chloroformschicht griin, Spek. 
trum: I. 605; ILI. ungefihr 5601/,. 


II. Bemerkungen iiber das spektroskopische Verhalten der 
Porphyrinester. 


Nach den Angaben von H. Fischer hergestellte, durch 
Umkrystallisieren gereinigte Methylester der beiden natiirlichen 
Porphyrine C,,H,,.N,O, (Kotporphyrin) und C,,H,,N,0,¢ (patho- 
logisches ecole geben, in Chisolers: gelist, eigen- 
artige Absorptionsbilder mit vier stirkeren tiber das Spektrum 
verteilten und einem fiinften sehr zarten Streifen im Orange. 
Die Absorptionsbilder der beiden Ester unterscheiden sich 
dadurch, daB die ganze Streifengruppe bei Chloroformlésungen 
des Kotporphyrinesters um einige Wellenlingeneinheiten nach 
Violett verschoben ist.) 


Bei der Untersuchung der ,,Veresterungsprodukte* der aus 


Blut bzw. e@-Hiimatin gewonnenen porphyrinartigen Stoffe 
wurde ich auf folgendes Verhalten aufmerksam. Mischte ich 
die Chloroformlésung, die das oben gekennzeichnete allgemeine 
Absorptionsbild der Porphyrinmethylester in Chloroform gab, 
mit Salzsiure, so wurde die Liésung griin und zeigte das be- 
kannte ,,Porphyrin-Siurespektrum‘‘ mit einem schmalen und 
einem breiten Hauptstreifen und dem schwachen Zwischen- 
streifen. Die ganze Streifengruppe Jag bedeutend weiter rct- 
warts, als man es bei dem ,,Saurespektrum“ der bekannten 





1) Beim UbergieBen mit Methylalkohol list sich der Riickstand 
nicht, sofort aber beim pt des HCi-Gases. 


*) Vgl. Diese Zs. Bd. 97, 8. 127, 1916 und Bd. 98, S. 161 u. 168 (1916). 
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remen Porphyrine gewohnt ist, nimlich Hauptstreifen I. auf 
eiwa pu 605; ILL. etwa 560 (Ort der Aufhellung, etwa in der 
Mitte des nicht ganz symmetrischen Strcifens).') Diese Beob- 
achtung, die noch eingehender bearbeitet werden soll, ver- 
anlaBte mich zu priifen, ob reine umkrystallisierte Priparate 
der Methylester von genauer untersuchten Porphyrinen ein ganz 
entsprechendes Verhalten zeigen. 

Die Versache haben folgendes ergeben: 

i. Methylester des pathologischen Harnhimato- 
porphyrivs (C,,H,,N,0O,, = ,Urinporphyrin“ nach Hans 
Fischer), in Chloroform gelést (gibt das vom reinen 
Priparat verlangte Spektrum).’) 

a) Teil der Lésung im Absorptionsgefa8 mit gleichviel 
Salzsiure geschiittelt, die Chloroformschicht wird blau, die 
dariiberstehende Salzsaure blaugriin. Beide Schichten geben ein 
veines Porphyrin-Saiurespektrum, jedoch mit folgendem Lagen- 
unterschied, Chloroformschicht: I. ca. 605'/,; ILI. ca. 561'/,. 
Salzsiureschicht: I. ca. 5961/,; IIL ca. 5537/,. 

b) Teil der Lésung wird mit nur 1 Tropfen Salzsaure 
durchmischt: blaurote Farbung. 

c) Teil der Lésung wird mit mehreren Tropfen 25°/,ige: 
Salzsiiure durchmischt: Chloroform lila, gibt ein Porphyrin- 
Siurespektrum, wird mit Kaliumcarbonat im UberschuB  ge- 
schiittelt, Hauptmenge des Farbstoffs bleibt mit roter Farbe 
im Chloroform gelést, die wiBrige Lésung dariiber i:t farblos, 
au der Grenzschicht braune Fléckchen; die Chloroformschicht 
gibt jetzt wieder das Spektrum des reinen Ksters. 

d) Teil der Lésung (etwa 2 ccm) wird mit gleichviel 
Wasser itberschichtet, 1 Tropfen stark verdiinnter (ca. 3°/,) 
Salzsiiure zugesetzt, kein Farbumschlag, auch nicht nach wei- 
terem Zusatz der 3°/,igen Salzsiure, erst nach Zusatz mehrerer 
Tropfen starker Salzsiure tritt allmihlich Farbwechsel ein, erst 


1) Die Lage war nicht bei allen Priiparaten ganz die gleiche; das 
kann nicht iiberraschen, da natiirlich die Méglichkeit besteht, daB Ge- 
inenge vorliegen. Die Untersuchung wird fortgesetazt. 

*) Vgl. Diese Zs. Bd. 98, S. 161 (1916). 


Pee ae Seen 








58 O. Schumm, 


rosa, dann lila. Bei einer bestimmten Stufe zeigt die Chloroform. 
lésung ein D5streifiges ,,Mischspektrum“, bei weiterem Siiure- 
zusatz nach Hintritt der Endfarbe das Porphyrin-Saurespektrum, 
Der Versuch wurde mit dem gleichen Ergebnis wiederholt, 
Kbenso wurde bestiatigt, daB bei Zusatz einiger Tropfer 
starker Salzsiure zu der urspriinglichen reinen Chloroformlésung 
sofort Blau- bzw. Lilafirbung mit Porphyrin-Saurespektrum 
auftritt. 


2. Methylester des Kotporphyrins, in Chloroform 
gelést (gibt das vom reinen Praparat verlangte 
Spektrum).}) 

a) EKinige Kubikzentimeter der Lésung mit 2 Tropfen 
Salzsiure durchgeschiittelt, violett, Porphyrin-Siurespektrum, 
Hauptstreifen I. ca. 5991/,; IDI. 5551/, (Ort der Aufhellung 
in der Mitte des Streifens III), auBerdem der schwache Zwischen- 
streifen II auf 577 und in dickerer Schicht auch die weiteren 
Streifen IV auf 527 und das zarte Streifenpaar V (a) auf ca. 
517; b) auf ca. 510, beide nur angenahert genau meBbar). 

b) Mehrere Kubikzentimeter der Chloroformlésung wurdei 
mit dem gleichen Volumen Salzsiure geschiittelt, dasselbe Er- 
gebnis; die iiber der violett gewordenen Chloroformschicht 
stehende Salzsiiure ist farblos. ‘Trennt man die Siure ab 
und schiittelt die Chloroformlésung mit allmihlich vergréBerten 
Wassermengen, so geht die Farbe des Chloroforms allmahlici 
in Rot iiber; bei einer bestimmten Ubergangsstufe zeigt sie ein 
Mischspektrum (ebenso wie man es erhalt, wenn man eine reine 
und eine mit HCl versetzte Chloroformlésung des Methylesters 
hintereinander vor den Spalt des Spektralapparates stellt), nach 
griindlichem Auswaschen wieder das Spektrum der reinen Ester- 
lésung. 

Fiihrt man den Versuch bei im iibrigen gleichen Versuchs- 
bedingungen mit Salzsiiure von abgestuftem Gehalt aus, so libt 
sich eine bestimmte HCl-Konzentration finden, bei der aus der 
Lésung des Harnporphyrinmethylesters deutlich Farbstoff in 
die Salzsiure iibergeht, wiihrend bei dem Versuch mit Kot- 


') Vel. Diese Zs. Bd. 98, S. 168 (1916). 
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porphyrinmethylester die tiber der Chloroformschicht stehende 
Salzsiure nicht oder kaum angefarbt ist. 

3. Methylester des Himatoporphyrins Nencki. 

Auch dieser, nach den Angaben von W. Kiister und 
P. Deihle’), von mir aus krystallisiertem Hamatoporphyrin- 
chlorhydrat Nencki dargestellte Ester zeigt ein analoges Ver- 
halten.2) Seine Lisung in Chloroform war rot und gab ein 
Absorptionsbild wie die iibrigen Porphyrinester, aber mit 
folgender Lage der Streifen: I. 623,38; II. schmal und zart 
597,5; III. unsymmetrisch mit sehr schwachem Maximum auf 
ungefahr 5791/, und etwas deutlicherem Maximum auf ungefihr 
568; IV. unsymmetrisch, Maximum links von der Mitte auf 
ungefihr 534 bis 535; V. ebenfalls nicht ganz symmetrisch, 
ungefabr 501 bis 502. Beim Hinzumischen einiger Tropfen 
Salzsiure wird die Chloroformlésung rosa bis violett, mit dem 
gleichen Volumen Salzsiure geschiittelt griin, die dariiber- 
stehende Salzsiureschicht ist stark violett; beide Schichten 
gaben ein Porphyrin-Siurespektrum mit verschiedenem Ort der 
Streifen, in der Chloroformschicht I. up 601,3; I. (schwacher 
Zwischenstreifen) etwa 580; ITI. 557,5 (Ort der Aufhellung in 
der Mitte des Streifens), in der Salzsaureschicht I. 5943/,; 
(1. (schwacher Zwischenstreifen) etwa 575; ILI. 5517/,. Die 
uur in dicker Schicht sichtbaren sehr zarten Streifen [V und V 
zarte Doppelstreifen) wurden nicht gemessen. 

Anmerkung: In meiner letzten Abhandlung habe ich das bei 
bieivergiftung im menschlichen Harne auftretende Porphyrin niiher 
beschrieben und auf die groBe Ubereinstimmung aufmerksam gemacht, 
die es in den von mir gepriiften Eigenschaften mit dem Kotporphyrin 
aufweist. In einem neuen Versuche habe ich das aus einer gréBeren 
Menge Harn gewonnene Porphyrin mit Methylalkohol verestert und die 
Lisung des vereste:ten Farbstoffs spektroskopisch gepriift. Das Spektrum 
zeizte sehr nahe Ubcreinstinmung mit dem Spektrum der Chloroform- 


lssung des Kotporphyrinmethylesters, wie die folgende Zusammenstellung 
der gefundenen spktrometrischen Werte fiir den Ort der 5 Streifen ergibt: 





') W. Kiister und P. Deihle, Beitriige zur Kenntnis des Himatins. 
lll. Mitteilung tiber den Chemismus der Hiimatoporphyrinbildung nach 
Versuchen von P. Deihle, Diese Zs. Bd. 86, S. 54 (1913). 

*) Dieser Ester war nicht krystallisiert, der Versuch soll deshalb 
an krystallisiertem Ester wiederholt werden. 


fe Soubeheed 


i 
i 
: 
i 








CO O. Schumm, 





























I II il IV} Vv 
2 Maxima 
<n st on - b ~ —_ 
Kotporpbyrinmethylester 621 | 595 | 577%/, | 566 |5331/,] 49% 
Mit Methylalkohol und | aie hie 
HCl-Gas verestertes Por- a re cua wii 
phyrin aus dem Harn bei 621 | 595'/,,)577'/,) 568 | 532'/, | 499"), 
Bleivergiftung 


Im Ort des am genauesten meBbaren Streifens I zeigt sich 
demnach vollige Ubereinstimmung; die bei einigen der iibrigen 
Streifen sich ergebenden Unterschiede erscheinen wenig be- 
deutend, da die Streifen nicht scharf genug sind, um mit 
héchster Genauigkeit gemessen werden zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Behandelt man rote Blutkérperchen, die ihren Farb- 
stoff gréBtenteils als ,sauerstoffreies Himoglobin“ enthalten, 
mit einer reichlichen Menge Salzsiure, so entsteht sogleich in 
mehr oder weniger groBer Menge ein Farbstotf vom allgemeinen 
Verhalten der Porphyrine. Fiihrt man den Versuch bei fast 
vollstindiger Fernhaltung von Sauerstoft unter Benutzung von 
rauchender Salzsiure aus, so entsteht in reichlicher Menge 
der oben genannte Farbstoff, anderenfalls bilden sich neben- 
her groBe Mengen von Himatin. Der so gewonnene Far)b- 
stoff unterscheidet sich nach dem vorliufigen Untersuchungs- 
ergebnis in mehrfacher Hinsicht sowohl von den beiden natiir- 
lichen Porphyrinen als auch von Nenckis und Hoppe-Seylers 
Hamatoporphyrin, sowie Mesoporphyrin und Phylloporphyrin 
und soll deshalb genauer untersucht werden. 

2. Wurde statt der wiBrigen Salzsiure salzsiurehaltiger 
Alkohol von 1,3—2,6°/, HCl-Gehalt benutzt, so trat die 
Bildung eines porphyrinartigen Farbstoffes nicht ein; der Zu- 
tritt von Luft wurde bei einem Teil dieser Versuche beschrinkt, 
aber nicht vollstindig verhindert, bei anderem gar nicht. 

3. Porphyrinbildung tritt auch ein, wenn man a Himatin 
(Verdauungshimatin) mit wenig Hydrazinhydrat behandelt und 
nach Zusatz einer reichlichen Menge schwach HCl-haltigen 
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Alkohols einige Tage stehen laBt. Dieser Farbstoff zeigte zwar 
in einigen wichtigen Reaktionen dasselbe Verhalten wie das 
unter ,,1.“ angefiihrte Porpbyrin, doch 14Bt sich iiber seine Art 
noch nichts aussagen. 

4, Kir die Ester verschiedener Porphyrine wird ein 
weiteres spektroskopisch-chemisches Unterscheidungsmerkmal 
angegeben. 

5. Die mitgeteilten Versuche lefern Anhaltspunkte fiir 
die Kinrichtung des Verfahrens zum Nachweis der natiirlichen 
Porphyrine unter Vermeidung kiinstlicher Porphyrinbildung. 
durch die bendtigten Reagenzien, sowie zur Unterscheidung 
des kiinstlich gebildeten Farbstoffs von den natiirlichen. 

6. Trotz mancher Ubereinstimmung im Verhalten der 
veiden auf verschiedene Art, aus Blutfarbstoff bzw. e-Himatin 
gewonnenen porphyrinartigen Farbstoffe halte ich ihre Identitat 
nicht fiir erwiesen, vielmehr bleibt ihre genauere Charak- 
terisierung der weiteren Untersuchung vorbehalten, wobei fiir 
jeden der beschriebenen Farbstoffe auch die Frage der Einheit- 
lichkeit niiher gepriift werden soll; denn es ist nicht aus- 
geschlossen, daB Gemische vorliegen. Kinstweilen darf als 
analytisch wichtig die Feststellung bestimmter Unter- 
schiede im Verhalten gegeniiber den bekannten natir- 
lichen Porphyrinen hervorgehoben werden. Die Unter- 
suchung wird fortgesetzt. 


Anmerkung bei der Korrektur: 

In einer soeben erschienenen Mitteilung von Hans Fischer 
und Karl Schneller (diese Zs. Bd. 130, S. 302) wird ein Por- 
phyrin beschrieben, da&B Kiimmerer und die Genannten unter 
bestimmten Bedingungen durch Bakterienkulturen (in blut- 
haltiger Bouillon) hatten erzeugen kénnen. Die in meiner Ab- 
handlung beschriebenen porphyrinartigen Farbstoffe sind dem 
genannten Porphyrin anscheinend ziemlich ‘hnlich. 
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Uber den Nachweis der natiirlichen Porphyrine in serbdsen 
Flissigkeiten und Organen. 
(IV. Mitteilung tiber Untersuchungen bei Hamatoporphyria 
congenita). 


Von 


0. Sehumm. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendc::) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1923.) 


Bei Anwesenheit gréBerer Mengen von Porphyrin bietet 
dessen Auffindung auch in serésen Flissigkeiten keine Schwie- 
rigkeit. Fiir den Nachweis sehr kleiner Mengen, wie sie unter 
natirlichen Verhiltnissen beim Menschen allein oder vorwiegent 
in Betracht kommen, habe ich einen Gang der Untersuchung 
beschrieben}), der sich bei haufiger Anwendung an deutlich 
porphyriohaltigem Blutserum eines Falles von Himatoporphyria 
congenita”) bewahrt und als zuverlissig erwiesen hat. Dis 
Verfahren umfaBt verschiedene Proben, unter ihnen auch die 
folgende: 3 ccm Serum werden mit 2 Tropfen 25°/,iger Salz- 
siure durch Umscuiitteln gemischt und sogleich in 83—4 ccm 
Schichtdicke spektroskopisch gepriift. Diese Probe habe ich 
auBer bei dem obigen Kranken auch in vielen anderen Fallen 
angewandt, besonders hiiufig bei Blutkrankheiten, Vergiftunge 





‘) Abderhaldens Handbuch der Biologischen Arbeitsmethoden, vg). 
die friiheren Mitteilungen des Verf. titber Untersuchungen bei Hiimato- 
porphyria congenita in dieser Zs. Bd. 98, 8. 128 (1916); Bd. 105, S. 164 
(1919); Bd. 126, S. 187 (1928). 

*) Es handelt sich um den Kranken M. Petry; wegen der klinischen 
Beschreibung des Falles sei auf die Abhandlungen H. Giinthers ver- 
wiesen, besonders D. Arch. fiir klin. Medizin Bd. 105, S. 89 (1911) und 
Ergebnisse der Allgemeinen Pathologie uv. Pathologischen Anatomie des 
Menschen und der Tiere, 20. Jabrgang 1. Abt. Miinchen u. Wiesbaden 
1922. Verlag von J. F. Bergmann. 
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und Ikterus. Als ich sie kiirzlich bei einem einige Tage 
spiter tédlich verlaufenen Falle von Lebercirrhose anzuwenden 
versuchte, konnte ich keine geniigende Durchsichtigkeit des 
Fliissigkeitsgemisches erzielen und mu8te die Priifung in ab- 
geinderter Weise, die unten beschrieben werden soll, vor- 
nehmen. Anfang Juni bot sich uns die Gelegenheit, frisch 


entnommenes Pleuraexsudat unseres Falles von Hamato- 


porphyria congenita') zu untersuchen. Die Fliissigkeit hatte 
einen deutlichen Gehalt an Porphyrin, das sich durch geeig- 
nete spektroskopisch-chemische Reaktionen nicht nur im Ex- 
sudat selbst nachweisen, sondern daraus auch soweit abscheiden 
lieB, daB einige seiner Kigenschaften gepriift werden konnten. 
Da hier erstmalig der Nachweis eines Porphbyrins in 
einem Exsudate und seine Abtrennung daraus erfolgt 
sein diirfte, soll der Gang der Untersuchung beschrieben 
werden. Auch bei diesem Exsudate lieB sich iibrigens die 
oben fiir Serum angegebene einfache Probe nur schwierig 
durchfiihren, weil das Gemisch mit HC! nicht durchsichtig 
genug war. Dagegen hatte mein Mitarbeiter A. Papendieck 
sogleich nach Eingang des Exsudats festgestellt, daB sich auch 
bei dieser Fliissigkeit die von mir schon friher bei Serum?) 
benutzte Probe: 1 Vol. serése Fliissigkeit und 2 Vol. rauchende 
Salzsiure mit Erfolg anwenden lasse und bei einer vorliufigen 
Ortsbestimmung der gesehenen Absorptionsstreifen Wellen- 
langenzahlen erhalten, die fir H. Fischers Urinporphyrin 
etwas zu niedrig, fiir Kotporphyrin aber bedeutend zu hoch 
waren, so da ihm die Anwesenheit von Harnporphyrin als 
wahrscheinlicher erschien. 


Untersuchung des Pleuraexsudates bei einem Fall von 
congenitaler Hamatoporphyrie. 
Klare braungelbe, eiweiBreiche Fliissigkeit. Spektroskopische 
Untersuchung mit dem Gitterspektrometer: 





') Das Exsudat und die daraus abgeschiedene Porphyrinlésung ist 
in der Sitzung der biologischen Abteilung des Hamburger 4Arztlichen 
Vereins am 12. Juni 1923 von mir demonstriert worden. 

®) Diese Zs. Bd. 126, S, 194 (1923). 
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a) Exsudat ohne Zusatz bei 4 cm Schichtdicke: sehy 
schwacher Schatten angenihert auf 638, deutlicher Ab. 
sorptionsstreifen auf etwa 613'/, up, breiter verwaschener Ab. 
sorptionsstreifen mit zwei schwachen Absorptionsmaxima auf 
angenihert 575 und 562!/,, sehr deutlicher Absorptionsstreifey 
auf etwa 537. Rest des Spektrums von ungefiihr 5!2 ab sehr 
stark verdunkelt. 

b) Exsudat mit Zusatz von '/,, Volumen gesiittigter Soda. 
lésung: kein wesentlicher Unterschied gegeniiber ,,a“. 

c) 3ccm Exsudat und 2 Tropfen 25 °/,ige Salzsiiure: un- 
durchsichtig trio. 3ccem Exsudat und 1 Tropfen 25°) ive 
Salzsiure: opalisierend triib, aber noch schwach durchsichtig: 
Porphyrin-Siurespektrum, sehr zarter schmaler Streifen au- 
genihert auf 592 uu, deutlicherer Streifen auf etwa 549 

d) 1 Vol. Exsudat + 2 Vol. rauchender Salzsiiure: klare 
Flissigkeit, Porphyrin-Siurespektrum, bei 6 cm Schichtdicke: 
schwacher Streifen auf etwa 595, stiirkerer Streifen auf etwa 
552, auBerdem ziemlich starker verwaschener Streifen auf der 
Grenze von Griin und Blau. 

e) Etwa 40 ccm Exsudat werden mit gleichviel Ather kriiftig 
geschiittelt, der Ather abgetrennt und mit Natr, sulfur. sicc. 
getrocknet. Im Ather ist Porphyrin nicht nachweisbar. 

f) 20 com Exsudat wurden mit 1 ccm Kisessig gemischt, 
dreimal mit je 30 ccm Ather ausgeschiittelt, der Ather mit 
Wasser gewaschen, mit Natrium sulfur. sicce. getrocknet, wid 
mit 5 ccm 25 °/ iger Salzsiure geschiittelt. Die Salzsiiure ergibt 
in gentigender Schichtdicke deutliches Porphyrin-Siurespektrum. 

g) Einige 100 com Exsudat wurden mehrmals mit dem 
gleichen Volumen 1°/, Kisessig enthaltendem Ather aus- 
geschiittelt, die Atherausziige gemischt und wiederholt mit 
Wasser ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen mit entwiissertem 
Natriumsuliat wird der Atherauszug mit 25 fj iger Salzsiiure 

geschiittelt; die briunlich-rosa gefirbte Salzsiiure zeigt selir 
scharf das Porphyrin-Siurespektrum mit der fiir das Kot- 
porphyrin stimmenden Lage der Streifen I 593,7, TIT 550?/,..) 


') Vel. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 98, S. 165 u. 171 (1916). 
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Ein Teil des mit Essigsiure-Ather extrahierten Kxsudats 
wird mit dem doppelten Volumen rauchender Salzsiure unter Kiih- 
lang gemischt und filtriert, das noch schwach opalisierend ge- 
tribte Filtrat zeigt bei 4—6 cm Schichtdicke schwach an- 
cedeutet den ersten und deutlich den dritten Absorptionsstreifen 
des Porphyrin-Siiurespektrums, der sich angenihert zu 553 up 
einmessen lieB. Der Versuch wird mehrfach mit dem gleichen 
Ergebnis wiederholt. 

h) Kinige 100 com Exsudat werden in der unter ,,g“ be- 
schriebenen Weise mit Essigsiiure-Ather extrahiert (= Aus- 
yug A), danach mit essigsiiurehaltigem Alkohol-Ather und zu- 
letzt noch mit viel essigsiiurehaltigem Alkohol. 

a) Auszug A (schwach rosa) wird im Vakuum eingeengt, 
der Riickstand mit Wasser unter Zusatz von wenig Kalilauge 
aufgenommen und filtriert, das noch opalisierend getriibte 
gelhe Filtrat gibt das sog. alkalische Porphyrinspektrum; der 
Streifen im Rot und der erste im Griin sind schwach, der 
zweite Griinstreifen auf etwa 538 ist am deutlichsten. Die 
alkalische Lésung wird mit Essigsiure angesiuert und mit 
Ather extrahiert. Nach dem Waschen mit Wasser wird der 
Ather getrocknet und mit 25 °/,iger Salzsiure geschiittelt. Die 
Salzsiure zeigt das Porphyrin-Saiurespektrum mit der unter 
2 angegebenen Lage der Streifen. 

8) Die ibrigen Ausziige werden im Vakuum stark ein- 
geengt, der stark essigsiurehaltige Riickstand mit viel Alkohol 
vemischt, filtriert und das Filtrat in einer Porzellanschale zur 
Trockne verdampft. Der obere, nahe dem Schalenrand ab- 
gesetzte, am stirksten gefairbte Teil des Riickstandes wurde 
abgelést, mit 25°/,iger Salzsiure verrieben und filtriert. Die 
braungelbe, trotz mehrfachen ZuriickgieBens nicht ganz klar 
gewordene Lésung zeigte doch sehr deutlich das Porphyrin- 
Saurespektrum mit folgender Lage der Streifen: I. etwa 5961/,, 
TH. etwa 553?/,. 

1) Kine Probe des Exsudats wird im AbsorptionsgefaB mit 
einigen Tropfen Ather iiberschichtet und mit Schwefelammonium 
gemischt. Der auftretende deutliche schmale Streifen auf 
9587/,, der noch bei 2 cm Schichtdicke sichtbar ist, beweist 
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die Anwesenheit von Himatin. Die Starke der Reaktion wird 
bestimmt zu Ht: 2.3) 

k) Eine Probe des Exsudats wurde mit normalen mensch. 
lichen Erythrocyten gemischt und 48 Stunden stehen ge. 
lassen. Neubildung von Porphyrin konnte nicht festgestelli 
werden. 

1) Kine Probe des Exsudats wurde mit Erythrocyten des 
Kranken gemischt und 48 Stunden stehen gelassen. Neubildung 
von Porphyrin konnte nicht beobachtet werden. 

Aus den spektroskopischen Befunden bei den Proben ,,a" 
und ,,b“ 1aBt sich weder die Anwesenheit von Oxyhimoglobin 
noch von Methimoglobin erschlieBen, wohl aber die eines Por- 
phyrins. Der beobachtete schwache Schatten im dunklen Rot 
(s. oben) ist wahrscheinlich durch die Anwesenheit eines schon 
oft beobachteten Begleitkérpers der Porphyrine hervorgerufen.’) 
Die iibrigen Versuche bestitigen den Porphyringehalt des Ex. 
sudats. Es ist ein Porphyrin vorhanden, das wie Kot- 
porphyrin in essigsiurehaltigem Ather leicht léslich 
ist und bei der spektrometrischen Probe Zahlen gibi, 
die gut zu Kotporphyrin passen. Daneben ist noch 
Porphyrin vorhanden, das sich mit essigsiurehaltigem 
Ather nicht extrahieren lie®, wohl aber mit essig- 
siurehaltigem Alkohol. Die Lésung dieses nur roh 
abscheidbaren Farbstoffs in 25°/,iger Salzsiure gab 
bei der spektrometrischen Priifung Zahlen, die 2u 
Harnporphyrin passen. Auch die bei der Probe ,,d“ fest- 
gestellten Werte passen gut auf ein Gemenge beider Porphyrine; 
wire nur ein Porphyrin von den Kigenschaften des Kot- 
porphyrins vorhanden, so miBten statt der Zahlen 595 wy und 552 
um einige Kinheiten niedrigere erwartet werden. Zur genaueren 
Untersuchung des Mengenverhiltnisses der Farbstoffe reichte 
das Material leider nicht aus. Der Porphyringehalt des 
Exsudats war deutlich héher als im Blutserum, in dem 





1) O. Schumm, Uber den Nachweis von Hiimatin im menschlichen 
Blutserum. Diese Zs. Bd. 87, 8. 177 (1913). 
*) Vgl. auch diese Zeitschr. Bd. 98, 1916, S. 151. 
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‘ er iibrigens auch diesmal (4. Juni 1923) wiederum zweifelsfrei 
festgestellt werden konnte.?) 


n- Wie oben erwahnt wurde, erzielt man beim Mischen von 
e- 3ccm Blutserum oder einer anderen serésen Fliissigkeit mit 
It 2 Tropfen Salzsiure nicht immer geniigend klare fiir die spek- 

troskopische Priifung geeignete F'liissigkeiten. In solchen Fallen 
“8 kann man den Nachweis kleiner Mengen von Porphyrin durch 
If das Porphyrin-Saurespektrum in der Art versuchen, daB man | 


das Serum mit dem mehrfachen Volumen salzsaurehaltigen 
F Alkohols mischt und das Filtrat prift. Infolge der starken 


n Verdiinnung ist diese Art der Porphyrinprobe aber viel weniger i 

r empfindlich. Ich habe deshalb in Fallen, in denen Gemische b 
+ B® aus 3ccm seréser Flissigkeit und wenigen Tropfen Salzsiure- cn 
. getriibt blieben, 11/, bis 2 Raumteile rauchender Salzsiure zu- as 
*) gefigt und so geniigend klare Fliissigkeiten erhalten. Ge- 

i mische aus 1 Raumteil seréser Fliissigkeit und 2 Raumteilen 


a rauchender Salzsiure enthalten ungefahr 27°/, HCl, beim 
h Mischungsverhiltnis 1 + 1,6 betragt der HCl-Gehalt etwa 25°/,, 
yy beim Verhiltnis 1 + 1,8%) etwa 26°/,. Bei Anwesenheit eines 
A Porphyrins werden solche Gemische demnach dessen Absorptions- 
mM streifen ziemlich genau an denselben Orten aufweisen wie in 
‘ Lisungen desselben Porphyrins in reiner 25°/,iger Salzsaure. 





h Unter im iibrigen giinstigen Verhiltnissen wird eine genaue Bs 
0 spektrometrische Priifung einer solchen Mischung auch einen ee 
a Anhaltspunkt zur Beurteilung der Art des vorliegenden Por- 

U- phyrins geben kénnen. Selbstverstaindlich muB man sicher be 
e, sein, daB nicht unter der EKinwirkung der Salzsiure aus etwa | oe 
U vorhandenem Blutfarbstoff Porphyrin kiinstlich gebildet wird. | 

2 Ich habe diese Frage in zahlreichen Versuchen gepriift und 

n gefunden, daB die Gefahr kinstlicher Porphyrinbildung nicht 

ie besteht, wenn fiir Abwesenheit von ,,sauerstofffreiem“ Himo- 

Ss 

0 ; 





1 Auch Hiimatin war nachweisbar (Ht 4). 

*) In meiner Abhandlung Uber die natiirlichen Porphyrine“ in re. 

D Bd. 126 dieser Zeitschr. ist auf S, 190 und 202 der HCl-Gehalt eines mee 
Gemisches aus 1 Raumteil Serum + 2 Raumteilen rauchenden HC} irr- : 
timlich zu 25°/, statt zu 27°/, angegeben worden. 
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globin gesorgt wird.') Ich fiihre die Probe deshalb stets j, 
der Weise aus, da die zu priifende Fliissigkeit bei fest. 
gestellter oder méglicher Anwesenheit von Blutfarbstoff yo, 
Zusatz der rauchenden HCl mit Luft geschiittelt oder an 
andere Art ergiebig mit Luft in Berithrung gebracht wird. 
Bei nur geringem Blutfarbstoffgehalt geniigte in meinen Ver. 
suchen mehrmaliges UmgieBen von einem Reagensglas oder 
Zentrifugenglas in ein anderes. Lat man aber erythrocytep- 
haltiges Blutserum bis zu eingetretener Sauerstoffzehrung stehe: 
und iibergieBt es ohne vorheriges Umfiillen mit rauchender Saly. 
siure, so wird leicht Porphyrin frisch gebildet und zeigt dam 
im Spektrum sein bekanntes Absorptionsbild. In der genauen 
Ortsbestimmung der beiden Hauptstreifen I und [IT hat ma 
zwar ein Mittel, dieses Kunstprodukt von den bis jetzt be- 
kannten natiirlichen Porphyrinen zu unterscheiden.  Aus- 
genommen werden mii8te hiervon freilich der von Snapper’ 
nach Blutungen im Kot gefundene porphyrinartige Farbstof 
bzw. diejenige Komponente, die fiir die auffallige Lage der 
Absorptionsstreifen der nach Snapper gewonnenen porphyrin- 
haltigen Kotausziige verantwortlich gemacht werden mub.’ 
Denn seine Absorptionsstreifen liegen bedeutend weiter rot- 
warts als bei jenen.*) ‘T'rotzdem kénnen sie den Nachweis 
kleiner Mengen der natiirlichen Porphyrine beeintriichtigen 
Durch Innehalten der oben angegebenen Vorsichtsmabrege! 
laBt sich diese Fehlerquelle aber sicher vermeiden, so da8 die 
beschriebene Probe zum Nachweis kleiner Mengen von Por. 
phyrin in serésen Fliissigkeiten brauchbar ist. Verwechslungen 
mit dem durch die Salzsiure aus Blutfarbstoff gebildeten 


1) Vgl. die vorhergehende Abhandlung. ,,Uber Porphyrinbilduxg 
aus Blut“. 

*) J. Snapper, Archiv f. Verdauungskrankheiten. Bd. 25. 5. 230 
(1919). D. med. Wochenschr. Bd. 47, 8.985 (1921). Berliner klin 
Wochenschr. Bd. 58, S. 800 (1921), Nederl. Tijdschr. v. Geneesk. 5. 169° 
(1918) {ref. Zbl. f. innere Med. Bd. 39, S. 587 (1918)!. 

3) A. Papendieck, Uber das Porphyrin menschlicher Fizes. 
Diese Zs. Bd. 128, S. 111 (1928). 

4) Vel. dieAbhandlung ,, UberPorphyrinbildung ausBlutfarbstoff undda- 
spektroskopische Verhalten der Porphyrinester“ im gleichen Heft dieser Zs. 
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Uber den Nachweis der natiirlichen Porphyrine usw. 69 


Himatin sind leicht zu vermeiden, da dessen Absorptions- 
streifen eine stark abweichende Lage haben. 

Zur Auffindung von Porphyrin in serésen Flissig- 
seiten empfiehlt sich demnach folgender Gang.}) 

Spektroskopische Priifung der durch scharfes Zentrifugieren 
yon den vorhandenen Zellen abgetrennten Fliissigkeit. 

a) Ohne Zusatz, b) nach Zusatz von etwas gesiittigter 
sodalésung*), c) nach Zusatz von 2 Tropfen 25°/,iger Salz- 
siure auf 3 ccm oder, falls trotz starken Umriihrens oder 
Schiittelns keine geniigende Auflésung der EiweiBteilchen ein- 
itt, Zusatz von 1—2 Vol. rauchender Salzsiure*), bei An- 
wesenheit von etwas Blutfarbstoff vorher Schiitteln mit Lutt. 
Janeben kann natiirlich auch die Bekandlung mit der mebhr- 
lachen Menge eines Gemisches aus 5—10 Raumteilen 25 °/,iger 
Salzsiure und 90 Raumteilen Alkohol und Priifung des Filtrats 
versucht werden. -—- Geringste Mengen Porphyrin sind in 
den HCl-haltigen Proben nur auf spektrographischem Wege 
durch Feststellung des ihm eigenen Violettstreifens auf- 
jafinden.*) Anhaltspunkte zur Beurteilung der Art des vor- 
liegenden Porphyrins ergeben sich unter giinstigen Umstanden 
schon aus der genauen spektrometrischen Priifung; im iibrigen 
ist natiirlich méglichst die Abscheidung des fraglichen Por- 
phyrins in reiner Form und dessen chemische Untersuchung 
anzustreben, eine Aufgabe, die aber nur bei reichlichem Material 
oder héherem Porphyringehalt erfillbar ist, und deren Durch- 
lihrung sich je nach der Beschaffenheit des Materials ver- 
schieden gestalten wird. 

Der spektrographische Nachweis durch Fest- 
stellung des Violettstreifens der Porphyrine ist sehr 


1) Wegen der Einzelheiten der Verfahren vgi. man die friiheren 
Abhandlungen in dieser Zs. Bd. 98, 8. 123 (1916); Bd. 105, S. 164 (1919) 
und Bd. 126, 8S, 169 (1928). 

*) Die Probe ,a und ,,b“ kénnen durch ein Uberma8 von Blut- 
‘arbstotf gestért werden. 

%) Auch bei stiirkerem Bluttarbstoff- oder Himatingehalt anwendbar. 

4) Vel. O. Schumm, Spektrographische Methoden in Abderhaldens 
Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden. 
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genau. Bei meinen letzten Untersuchungen am Blutseruy 
des Haimatoporphyriekranken Petry habe ich damit nicht nu; 
die zuvor schon spektroskopisch festgestellte Anwesenheit 
eines Porphyrins erharten, sondern auch meine frithere Angab- 
stiitzen kénnen, daB das gefundene Porphyrin spektroskopisc) 
sehr nahe mit dem im Harn desselben Kranken tiberwiegend 
vorkommenden pathologischen Harnporphyrin iibereinstimme: 
jedenfalls stimmen die gefundenen Zahlen dazu weit besser 
als zu Kotporphyrin. Die Bedingungen fir eine erfolgreiche 
Anwendung dieser empfindlichen Probe sind bei Blutserum 
durchaus gegeben. Selbst die Anwesenheit ganz bedeutender 
Mengen von Oxyhiamoglobin, Bilirubin oder Himatin hinder 
den richtigen Ausfall der Probe nicht, sofern man die not- 
wendigen VorsichtsmaBregeln (s. oben a. a. 0.) beachtet. Ich 
habe mich erneut davon iiberzeugt, daB die von mir angegebene: 
Grundwerte fiir den Ort der Absorptionsstreifen der natiir- 
lichen Porphyrine in 25°/, Salzsiiure auch fiir etwa 25°/, HO! 
enthaltende Gemische aus rauchender Salzsiure und Blut- 
serum gelten, denen winzige Mengen eines der natiirlichen 
Porphyrine zugesetzt sind. So fandich bei menschlichem 
Blutserum mit ziemlich stark vermehrtem Bilirubin- 
gehalt, dem Harnporphyrin oder Kotporphyrin in der 
geringen Mengen zugesetzt waren, in der das Porphyrin 
im Serum des Himatoporphyriekranken vorhanden 
ist, sowohl fiir die Absorptionsstreifen im sichtbaren 
Spektrum als auch fiir den nur spektrographisch be- 
stimmbaren Violettstreifen bei dem angegebenen H(i- 
Gehalt die berechneten Werte. 

Zur Untersuchung von Organen und Knochei 
auf Porphyringehalt geeignete Verfahren?) sind von mir 
an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben worden. Waihrend 


') Vgl. ,,.Nachweis und Bestimmung von Porphyrin in Leber, Nier: 
und anderen Organen, Nachweis von Porphyrin in Knochen“, in Abder- 
haldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden. Ferner diese Zs. 
Bd. 96, S. 195 (1915), sowie H. Tappeiner, Untersuchung pigmentierter 
Knochen vom Schweine. Sitzungsbericht d. Gesellsch. fiir Morphol. u. 
Physiol., Miinchen I. 1885. Sitzung vom 24. Febr. 18835. 
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Uber den Nachweis der natiirlichen Porphyrine usw. v1 


sich bei Blutserum das Auftreten von Porphyrin als Kunst- 


produkt leicht vermeiden laBt, ist bei Organen grdBere 


| Vorsicht geboten, besonders wenn man als Extraktionsmittel 
| 95°/,ige oder rauchende Salzsiiure anwendet. Die vorgeschrie- 
' bene Zerkleinerung des Organs ist sorgfaltig durchzufihren. 
| Nach dem Zerhacken oder Zermahlen wird die Organmasse 
| mit Quarzsand oder Glaspulver fein verrieben, damit vorhan- 
| denes Hiimoglobin oder Haimochromogen durch ergiebige Be- 
' rithrung mit der Luft Sauerstoff aufnehmen kann. Erst dann 
: darf das Extraktionsmittel zugesetzt werden. Dieses Vorgehen 
: empfiehit sich auch, wenn man zur Extraktion salzsiurehaltigen 
‘ Alkohol benutzt. Die Gemische aus Organmasse und salz- 
| siurehaltigem Alkohol sollen bald filtriert bzw. zentri- 
' fugiert und untersucht werden.!) UbergieBt man oberflichlich 
 zerkleinerte Organe, z. B. nuBgroBe Stiicke Leber mit 25°/,iger 
| oder rauchender Salzsiure und laBt sie so 1 Tag stehen, so 
| findet man oft einen ganz bedeutenden Gehalt an Porphyrin, 
' das in der Leber nicht vorhanden war, sondern erst unter 
| der Kinwirkung der Salzsiiure gebildet ist. Bei genauer spektro- 
_ metrischer Untersuchung kann man dies leicht daran erkennen, 
' daB der Ort der Absorptionsstreifen fiir keines der natiirlichen 


Porphyrine stimmt, wohl aber fiir das in der vorhergehenden 


4 Abhandlung beschriebene, aus Himoglobin bzw. Himochromogen 
| durch Kinwirkung von Salzsiure oder HCl-Alkohol dargestellte 


Porphyrin.?) Beobachtungen dieser Art habe ich vielfach sowohl 
an Lebern von Schlachttieren als auch von menschlichen 
Leichen, auch von Féten gemacht. Den Ort der Absorptions- 


| streifen des Spektrums (Porphyrin-Siurespektrum) fand ich bei 


ungefihr 25°/, HCl-Gehalt der Extrakte: zu 602 und 557 uum. 


') Vel. die vorhergehende Abhandlung ,,Uber Porphyrinbildung 
aus Blutfarbstoff im gleichen Heft dieser Zs. 

2) Anmerkung bei der Korrektur: In der soeben erschienenen 
Mitteilung von Hans Fischer und Karl Schneller wird freilich ein 
nich Kiimmerer aus Bakterienkulturen gewonnenes Porphyrin be- 
schrieben, das sich in salzsaurer Lisung offenbar sehr ahnlich verhilt 
wie das hier besprochene Kunstprodukt. Dieser Umstand miiBte bei 
Untersuchungen an Organen mit in Betracht gezogen werden. 
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Synthetische Versuche iiber die Konstitution 
des Gallenfarbstoffes. IT. 
Von 


Hans Fischer nnd Joachim Miiller. 





(Aus dem org,-chem, Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. September 1923.) 


Wie in der friiheren Mitteilung!) iiber den gleichen Gegen- 
stand ausgefiihrt wurde, ist in der Bilirubinsiiure ein «-Oxy- 
pyrrol héchst wahrscheinlich vorhanden und bietet dement- 
sprechend das Studium der Oxypyrrole besonderes Interesse.” 





') Diese Zs. Bd. 128, 8. 59 (1928). 

*) Herr Benary hat in einer Mitteilung in den Berichten der 
Deutschen Chemischen Gesellschaft vom Miirz 1928 sowie in dieser Zs. 
Bd. 128, 8S. 300 (1923) Einsprnch erhoben gegen die Untersuchung 
des von ihm entdeckten Oxypyrrols. Ich méchte nun darauf hin- 
weisen, da8 die Abhandlung mit M. Herrmann bereits 1922 er- 
schienen ist, ohne da8 Herr Benary irgendwelche Notiz genommen 
hitte, und in dieser Arbeit war auch Seite 11 vermerkt, daB die 
Untersuchung in Miinchen fortgesetzt wird, indem ein Teil der Re- 
sultate bereits publiziert wurde. Herr Benary hat im Jahre 1912 
die Synthese seines Oxypyrrols bereits pu bliziert, und meines Erachtens 
nach hitte er dann mindestens auf das Erscheinen der Arbeit mit 
Herrmann hin Einspruch erheben miissen. Bei der Arbeit des 
Herrn Loy sowohl wie bei der vorliegenden des Herrn Miiller handelt 
es sich um Doktorarbeiten, und es ist doch wohl selbstverstindlich, 
daB eine solche Arbeit nicht mittendrin unterbrochen werden kann. 
Die Arbeit des Herrn Loy war bereits beendigt, als der Einspruch von 
Benary erfolgte und die vorliegende Arbeit zur Hilfte vollendet. 
Berthrungspunkte mit dem Benaryschen Arbeitsgebiet sind nur an 
wenigen Stellen vorhanden, und in dieser Richtung haben wir auch die 
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Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstoffes. II. 73 


| Diese Untersuchung wurde fortgesetzt und zuniichst die schon 


‘in der ersten Mitteilung hervorgehobene ,,Kuppelungsreaktion“ 


der Methene aus Oxypyrrol und Pyrrolaldehyd weiter verfolgt. 
4m besten gelingt die Spaltung des schon in der friiheren 


Mitteilung beschriebenen 3-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrolidyl- 


|-p-toluyl-2, 5-dimethyl-3-carbithoxypyrrylmethens mit Diazo- 
benzolchlorid. Unter bestimmten, im experimentellen Teil 
niher geschilderten Bedingungen gelingt die Spaltung glatt 
zum 1-p-Toluyl-2, 5-dimethyl-3-carbathoxy-4-pyrrolaldehyd und 
dem von Benary beschriebenen Azofarbstoff des 3-Oxy-4- 
carbithoxy-5-methylpyrrols, eine Reaktion, die in vdlliger 
Analogie zum Verhalten der Xanthobilirubinsiure steht. 
Ganz ihnliche Beobachtungen machten Mohlau und 
Strohbach?) im weiteren Verfolg der Untersuchungen von 
Abel?) beim (-Dinaphtolmethan. Die genannten Autoren 





Arbeit nicht fortgesetzt. Was den sachlichen Anteil der Benaryschen 
Ausfiihrung anlangt, so habe ich die Benarysche Forme! fiir die Ein- 
wirkung von Salzsiiure auf sein Oxypyrrol absolut nicht angreifen wollen, 
sondern lediglich die Atherformel, die iibrigens aufgestellt war, ehe wir 
die Identitiit mit dem Benaryschen Koérper erkannten, zur Diskussion 
gestellt und ausdriicklich bemerkt, daB die weitere Untersuchung zeigen 
mu8, welche Formel die richtige ist. Die Arbeit in dieser Richtung 
uaben wir Herrn Benary iiberlassen. Fiir die Untersuchung der Oxy- 
pyrrole in bezug auf Analogie mit dem Gallenfarbstoff war dagegen die 
Feststellung, wie sich 6-Oxypyrrole gegen Jodwasserstoff-Eisessig ver- 
halten, von groBem Interesse, auch fiir die Chemie des Blutfarbstoffes. 
Durch die gefundene Widerstandsfiihigkeit des 6-Oxypyrrols gegen Kis- 
essig-Jodwasserstoff im Gegensatz zur Unbestindigkeit der o-Oxypyrrole 
kann eben §-Oxypyrrol als Baustein des Gallenfarbstoffes und ebenso 
‘ir die natiirlichen Porphyrine, Uro- und Koproporphyrin, die Oxy- 
grappen und ,,hinfallige Pyrrolkerne’ enthalten, ausgeschieden werden. 
Diese Versuche und ebenso die Synthese von ,,Methanen bzw. Methenen“, 
die die Synthese der Aldehyde voraussetzen, scheint Herr Benary gar 
nicht geplant zu haben. Wenigstens iufert er in seiner Mitteilung vom 
Marz 1923, die nach seinen Angaben veranlaBt ist, um ihm und seinen 
Mitarbeitern die Fortfiihrung der Arbeit zu sichern, keinerlei Absichten 
in dieser Richtung. Ich verstehe also nicht, wieso wir in das Arbeits- 
<ebiet des Herrn Benary ,,eingegriffen“ haben. 
1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 33, 805 (1900). 
*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 25, 3477 (1892). 
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fanden, da dieser Kérper durch Benzoldiazoniumchlorid glat 
aufgespalten wird zu Benzolazo-f-naphtol, wahrend die die 
beiden Naphtolreste verkettende Methylengruppe in Form yor 
Formaldehyd abgelést wurde und R. Béhm!?) machte Ahnliche 
Erfahrungen bei der Flavaspidsiure. 


Im weiteren wurden nun besonders die schon mit Herr. 
mann untersuchten «-Oxypyrrole, die schon im Jahre 1890 
von Emery”) dargestellt worden sind, weiteren Umsetzungen 
unterzogen. 


H,C,00C-C-—CH H,C,00C-C-—CCH, 
| = | | | 
I H,C-C C-OH Ili H,C-C- G-OH 
NH NH 


Fiir beide Pyrrole, insbesondere fiir Pyrrol (I), wurden die 
Darstellungsmethoden erheblich verbessert. Bei beiden Pyr- 
rolen wurde zunichst versucht, die Carbithoxygruppe zur Ab- 
spaltung zu bringen, Versuche, die nicht gelangen. Im Falle 
des Pyrrols (II) wurde zwar durch 25°/, ige Schwefelsiiure Kohlen- 
dioxydabspaltung beobachtet, jedoch stellte es sich heraus, dag 
Ringspaltung eingetreten war. Es konnte die von Bischoff* 
beschriebene a@-Methyllaivulinsiure in Form des Phenylhydrazons 
identifiziert werden. Weiterhin wurde dann der Curtiussche 
Abbau in Angriff genommen, um durch Ersatz des Carbith- 
oxyrestes durch die Aminogruppe zu den _ entsprechenden 
f-Aminooxypyrrolen zu gelangen, Versuche, die bis zu den 
entsprechenden schén krystallisierten Urethanen fiihrten. Bei 
der Verseifung trat jedoch regelmiBig Aufspaltung ein, und 
es muff hervorgehoben werden, daB® auch schon nach 1—2- 
tigigem Stehen der Urethane an der Luft Zersetzung eintritt. 
Dies steht im Einklang mit Beobachtungen von Piccinini 
und Salmoni‘), die das 2-Aminopyrrol auch nur in Form des 
leicht zersetzlichen Urethans erhielten. Dagegen sind das 





!) Liebigs Ann., Bd. 318, 258 (1901). 

2) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 260, 8. 137 (1890). 

’) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 206, 8. 319 (1881). 

*) Gazzetta chimica Italiana Bd. 32, I. 8. 250 (1902). 


‘ 
we 





4,8 


F o-me 
bei 


Bezi 
stele 
grup 


wege 


kom 
Ben 


p krys 
4 eind 
| eine 


reag 








latt 
die 
Von 
che 


rr- 
390 
en 











Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstoffes. WU. 75 ie 
) °/4,5-Trimethyl-3-aminopyrrol, das 2-Oxy-3-amino-4-carbithoxy- 
} 5-methylpyrrol und andere?) stabil. Man kénnte die Stabilitat 
» pei dem letztgenannten Aminooxypyrrol dadurch erkliren, daB 
: Beziehungen zwischen der Amino- und der Oxygruppe _ be- 
© stehen. Wegen der Nachbarschaft (2,3-) von Amino- und Oxy- ; i 
gruppe ist das hier méglich, wihrend sie bei unseren Kérpern Be 
wegen der 2,4-Stellung unmdglich zu sein scheinen. ie 
‘ Weiterhin wurde das Pyrrol (I) mit aromatischen Aldehyden Ee 
: kondensiert und zwar mit Hilfe konzentrierter Salzsiure. Mit 
| Benzaldehyd wurde so eine in glinzenden, gelben Blattchen 
: krystallisierende Verbindung erhalten, deren Analysenzahlen Nol 
eindeutig ergeben, daB Oxypyrrol und Aldehyd unter Austritt Ev 
7 eines Molekiils Wasser zu einem Pyrrylphenylmethen (III) DS 
q reagiert hatten. Be 
H,C,00C-C——C= af : a 
aT Por coma 
: H,C-C C-OH Be 
Die anfinglich durch das Ausbleiben einer Hisenchlorid- 1. 
: veaktion hervorgerufene Annahme, da® Oxypyrrol habe in der | ‘ 
E Ketoform reagiert, und der Verbindung sei folgende Formu- , *. 
lierang zu geben: 2 ie 
4 H,0,00-CO—O==0H } fare 
4 H,C-C C=O ae 
2 heal ae 
a NH 


wurde aufgegeben, da sowohl vom Methen mit 2, 4-Dimethyl- 
5-carbithoxy-5-pyrrolaldehyd (V) als auch vom Azofarbstoff 
mit Benzoldiazoniumchlorid feste, krystallisierte Natrium- 
verbindungen (Salzbildung an der Imidgruppe ist sehr un- 
wahrscheialich) dargestellt wurden. Auch bei obigem Methen (III) 


tritt beim Kingeben von Natrium in die gelbe, alkoholische vce 
Lisung Farbvertiefung nach orangerot auf, welche Farb- as 
erscheinung stets bei der Darstellung der zitierten Natrium- hae 
Brest ia 
‘) Fischer u. Rottweiler, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 512 (1923), A a 
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verbindungen beobachtet wurde. Die Hinfiihrung der Dimethy)- 
aminogruppe rief eine bedeutende Zunahme der Farbintensitiit 
hervor, denn das aus dem Oxypyrrol und p-Dimethylamino. 
benzaldehyd erhaltene Methen ist dunkelrot. Mit Salzsaure 
und Perchlorsiure bildet die rote Base hellgelbe Salze; beide 
sind labile Verbindungen, offenbar eine Folge der Einwirkung 
der Oxygruppe. o0-Nitrobenzaldehyd gab ein hellgelbes, in 
weichen, verfilzten Nadeln krystallisierendes Methen (IV). 


H,C 0060.C-—— c-cH—/ \ 
2 : os. ) 


IV t NO, 
H,C-C C-OH ; 


er 
N 
Mit eimigen Pyrrolaldehyden, wie dem 2, 4-Dimethy!- 

3-carbathoxy-5-pyrrolaldehyd und dem 2, 4-Dimethy]-5-carbath- 
oxy-3-pyrrolaldehyd kondensierte es glatt, dagegen nicht mit 
dem 2,5-Dimethyl-3-carbith-oxy-4-pyrrolaldehyd und den vou 
H. Fischer und K. Smeykal?) synthetisierten  stickstoti- 
substituierten Pyrrolaldehyden. Im Falle der Kondensation mit 
2, 4-Dimethy]-3-carbithoxy-5-pyrrolaldehyd wurde als Haupt- 
produkt das in orangegelben, zugespitzten Prismen krystalli- 
sierende erwartete Methen (V) erhalten. Es schmilzt unzersetzt 
bei 211°. 

H,C-C——-C-C00C,H, 


H.C,00C-C c=cH—6 C-CH, 

H,C-C  C-OH sa 

\Z 
N 

Aus dem Rohprodukt konnte aber durch fraktionierte 
Krystallisation noch ein bedeutend leichter léslicher, ebenfalls 
intensiv orangegelb gefirbter Kérper vom Schmelzp. 162—163' 
in geringer Menge isoliert werden, dessen Analysenzahlen es 
méglich machen, dab eine isomere Form vorliegt, jedoch wurde 
die Beobachtung nicht weiter verfolgt. 
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Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstoffes. I. 7 Hn ae 


Deutlich zeigt sich an diesem Methen (V) der gegeniiber 
der Kinwirkung der f-stindigen Oxygruppe in den Methenen 
des Benaryschen Oxypyrrols) verstirkte EinfluB der @#-Oxy- 
eruppe. Das Methen bleibt mit kochender, konzentrierter 


Salzsiure vollkommen unverindert, bildet dagegen in alkoholi- ; 5 
scher Lésung mit metallischem Natrium ein schén krystalli- a 


sierendes, bestandiges rotes Natriumsalz. 

Dies Verhalten steht in vélligem Einklang mit der Xantho- 
hilirubinsiiure, auch diese gibt ein schwer lésliches, bestiindiges 
Natriumsalz, by 

Auch im Verhalten gegen LKisessig-Jodwasserstoff trat a 
eine gewisse Anniherung an das Verhalten der Xanthobili- 
rubinsiure ein. Wihrend das freie Oxypyrrol gegen Eisessig- 
Jodwasserstoff recht unbestandig ist — so ist nach 3/, Stunden 
der Stickstoff zu 75°/,, nach 24 Stunden vollkommen ab- 
gespalten') —- tritt bei analoger Behandlung des Methens nur 
eine 37°/,ige Stickstoffspaltung ein. Wir haben diese Ver- 
suche nicht weiter fortgesetzt, weil zu hoffen ist, daB iiber die 
bromierten Pyrrole die Synthese der Bilirubinsiiure durch- 
zufiihren sein wird.?) Bemerkenswert ist die gute Reaktions- 
fahigkeit des von H. Fischer und B. Weif%) synthetisierten 
2, 4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-pyrrolaldehyds. Es ist dies der 
einzige, der bis jetzt mit einer Pyrrol-f-Stellung in Reaktion 
zu bringen war, und wurde so das schén krystallisierende 
2-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrolidyl-2, 4-dimethyl-5-carbith- 
oxypyrrylmethen (V1) 

H,C,00C-C_—_C===CH_-C-—-C-CH, 


va H,C-C C-OH H,C-C  C-CO0C,H, 


NA i 

N NH 

erhalten. Selbst mit dem Oxypyrrolaldehyd (XV) konnte es 
nur durch Zusammenschmelzen zur Reaktion gebracht werden. 
(Niheres bei der Beschreibung des Oxypyrrolaldehyds.) 


*) Diese Zs. Bd. 122, S. 1 (1922). 
5) H. Fischer u. Scheyer, Liebigs Ann. 435 (1923). 
‘) Ber. der Deutch.-Chem. Ges. Bd. 56, S. 1194 (1923). 
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Die aus diesen Kondensationen erkennbare Reaktions. 


fahigkeit der Methingruppe lieB erwarten, daB auch eine 
Kuppelung mit Azokomponenten miglich sein miiBte, und dic 
daraufhin angesetzten Kuppelungsversuche mit verschiedenen 
Azokomponenten fiihrten auch zu gut krystallisierten Azofarb- 
stoffen, womit die friihere entgegenstehende Angabe?) ihre Be. 
richtigung findet. Es wurden angewandt Benzoldiazonium- 


chlorid, m-Nitrobenzoldiazoniumchlorid und diazotiertes «-Napb- 
thylamin (VIT—IX\. 


H,C,00C-C c-n=n/ H,C,00C-C---C—N=N¢ \ 


wee 4 Tl 


| te 


t { i 
H,C-C C-OH VII H,C-C C-OH NO, 
al “ae VII 
NH NH 


H,C,00C “C C—N cia: Oe Z 


i { 

|| | 
H,C-C C—OH 
NH “—— 


Die Kuppelung erfolgt allerdings nicht so schnell wie bei 
dem isomeren Benaryschen Oxypyrrol, so dauerte sie beim 
Benzoldiazoniumchlorid etwa 6 Minuten, beim diazotierten 
e-Naphthylamin ¥/, Stunde und noch linger, eine 3/, Stunde 
beim diazotierten m-Nitroanilin. Die Farbe entspricht der 
allgemeinen Regel, Die Azofarbstoffe mit einfachem Benzol- 


kern sind von rein gelber, der mit dem Naphthalinkern von 
dunkelroter Farbe. 


Bei einem Versuch, den Azofarbstoff VII in alkoholischer 
Lésung mit Natrium zu reduzieren, wurde statt dessen eine 
Natriumverbindung in leuchtend roten Nadeln erhalten, deren 
Analyse auf ein Mono-Natriumsalz stimmt, Ebenso eine orange- 
gelbe Kaliumverbindung. Diese Metallsalze werden schon durch 
Kisessig in den freien Azofarbstoff zuriickverwandelt. 

Kine eigentiimliche Umwandlung ruft ammoniakalische 
Kupferlésung hervor. Unter bestimmten Bedingungen, die im 


') Diese Zs. Bd. 122, S. 1 (1922). 
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‘ experimentellen ‘l'eil naher ausgefiihrt sind, erhalt man grofe, 
orangerot bis blutrot durchscheinende Nadeln von stahlblauem 
' Oberflachenglanz, die im Gegensatz zu den verfilzten Nadeln 
: des Ausgangsmaterials hart und spréde sind und einen niedrigeren 
| Zersetzungspunkt besitzen. Durch mehrfaches Umkrystallisieren 


PRE Soe On RE GT 


' aus Alkohol kénnen sie in die gelbe Form iibergefiihrt werden. 
' Da auch die Analysenzahlen vollkommen auf den Azofarbstoff 
' stimmen, bleibt nur die Annahme einer durch die EKinwirkung 


"der ammoniakalischen Kupferlésung hervorgerufenen intra- 
' molekularen Umlagerung iibrig. Theoretisch sind im ganzen 
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oe) 


a 
Weg 
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stile 





H,C,00C-C- C-N=N( \ H,C,000--—-C-=N—NH¢ \ 


‘vier isomere formen méglich, fiir die gelbe Form wird man 
infolge der Existenz von Metallverbindungen Formel VII oder 
/X annehmen miissen, wahrend fiir die tiefgefirbte Ketoform 
XI oder XII wahrscheinlicher ist. Damit steht auch in 


Ubereinstimmung, da die tiefgefirbte Form mit Natrium nur 
ungeniigend reagiert, wobei offenbar Umlagerung in eine der 
Knolformen erfolgt, indem aus dem Natriumsalz beim An- 


' siuern mit Eisessig die urspriingliche, gelbe Form erhalten wird. 


ie 


| | | | 
H,C-C C-OH yy H,C-C  C-OH x 
il we 
WH N 


{} 
HI i 


cmt pais 
H,C,00C- C- cu-n=xf \ ,0,000-c—c=N—Nu( 
, Sof a 


i : I 
H,C-C C= XI H,C-C C=O XII 
NH NH 


Durch Nitrosieren des Oxypyrrols und Reduktion hatten 
H. Fischer und M. Herrmann?) das sehr bestiandige, gut 


_ krystallisierte 2-Oxy-3-amino-4-carbithoxy-5-methylpyrrol (XIII) 


erhalten, 


H,C,00C-C——C-NH, 
| XU 


') Diese Zs. Bd. 122, S. 1, (1922). 
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und es war von Interesse, ob auch durch Reduktion der Azo. 


farbstoffe dieses Aminopyrrol zu erhalten war. In der Ty =e 
galang es, sowohl durch Reduktion in alkoholisch-essigsaure Aldi 
Lésung mit Zinkstaub, als auch durch katalytische Hydrierun; falls 
mit Hilfe von Platinmohr diese Verbindung in guter Ausbent hike 
zu erhalten. H die 


Versuche, die bei anderen Pyrrolen so erfolgreiche Gatter. 7 Aldi 
mannsche Aldehydsynthese zur Synthese des Oxypyrrolaldehyi: F 
(XV) zu beniitzen fiihrten nicht zum Ziel. Sowohl beim Arbeite: 
in Ather- als in Chloroformsuspension liste sich das Reaktions. 
produkt nur unvollkommen in Wasser, der Riickstand gab bein 
Umkrystallisieren ein schén krystallisiertes, farbloses Produkt 


dessen Analyse eindeutig festlegte, daB es das freie Aldimi: 
(XIV) ist, 


Se 
AGS 









H,0,000-C—-C-¢0 eine 
! | XIV > este 
H,C- C-OH x a 
ee ail 
NH 


Der sich aus dem Filtrat in dichter, orangeroter bis braun. F 
gelber amorpher Fallung ausscheidende Kérper konnte weger : 
seiner auBerordentlichen Schwerldslichkeit in allen gebriiuchliche: J 
Lésungsmitteln nicht gereinigt werden. Diese Schwerldslichkeit F 
und der hohe Schmelzpunkt — 262° — machen es sehr wahr.f 
scheinlich, daB es sich um ein hochmolekulares Polymerisations- F_ 
produkt handelt. Das freie Aldimin (XIV) ist ein sehr bef 
stindiger Kérper» wird durch kochendes Wasser weder gelist 
noch verseift und laBt sich aus siedendem Hisessig unverandert f 
umkrystallisieren. Diese auffallende Bestindigkeit hat es mit : 
dem von H. Fischer und E. Loy?) synthetisiertem, isomere: | . 
Aldimin des Aldehyds des Benaryschen Oxypyrrols : 


H,C,00C-C-—C-OH 


i (Hu 
H.C-C C-C\wy 
i al 3 
NH 


') Diese Zs. B. 128, S. 59 (1923). 
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Azo | cemeinsam. Die genannten Autoren schreiben sie dort dem 
Tat B® minfluB der benachbarten Oxygruppe zu und beim erstgenannten 
uret 7 Aldimin (XIV) ist ja diese Konstellation auch vorhanden. Jeden- 
rung 


“falls sind bei den bis jetzt beschriebenen Pyrrolaldehyden 
Cute oxecine derart bestindigen Aldimine festgestellt worden, Nur 
die Phonopyrrolcarbonsiure gibt ebenfalls ein bestiindiges 
 Aldimin (unveréffentlicht). In Vergleich setzen lassen sich mit 
‘Y@ BR obigen Aldiminen auch das Aldimin des von Gattermann 
dargestellten Pyrrogallolaldehyds*). Auch Sonn?) hat ahnliche 
>Beobachtungen gemacht. 

Durch Verseifen mit Alkali lieB sich der Aldehyd (XV) 
‘fF nicht erhalten, da dieser beim Behandeln damit unter Ammoniak- 
‘f entwicklung gespalten wird. 
Der gesuchte Aldehyd (XV) wurde dann auf dem Wege 


Bt 
2 
rags 
o: 
Bi 
‘) 
* 











c einer Claisenschen Esterkondensation mit Ameisensaure- 
: ester erhalten. 


H 
H,C,00C-C -C-C&, 





I XV 
H,Cc-C ©-OH 
Lun. NH 
Ebenso der von H. Fischer und EK. Loy auf anderem 
ce Wege — mittels der Gattermannschen Aldehydsynthese — 
- largestellte 3-Oxy-4-carbathoxy-5-methyl-2-pyrrolaldehvd (XVI) 
T- 
H,C,00C—C-—C-0OH 
NS- - 
be- H,C-C C-c¢, XY! 
lost a 
ler NH 
wo Die Méglichkeit einer Claisenschen Esterkondensation 
aa L setzt in der aliphatischen Reihe die Anwesenheit einer von 
rei Be 


Beiner Carbonylgruppe benachbarten Methylengruppe voraus 
c und auch in den beiden oben genannten Fallen wird man eine 
' Wanderung des Hydroxyl-Wasserstoffes annehmen miissen. 
Allerdings haben Angeli und seine Mitarbeiter gezeigt, daB 
‘Indol und Pyrrole auch mit Ameisensaureester in Gegenwart 


TTC 





') Chem. Ber. B. 32, S. 282 (1899), vgl. auch Chem. Ber. 31, S. 1769 
| (1298), 
*) Chem. Ber. Bd. 50, S. 1292 (1917). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 6 
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von Natriumathylat bzw. metallischem Natrium zu Aldehyde, 
zusammentreten, die sie als Oxymethylen-Verbindungen auf. 
fassen. Nicht zu erreichen war, das zur Umlagerung in die 
Pyrrolydenform sehr geneigte 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrro| 
mit Ameisensiureester oder Oxalester in Reaktion zu bringen. 

Die bei der Reaktion in Form einer bei Aldehyd (XY) 
graugriinen, bei Aldehyd (XVI) gelblichen Gallerte erhaltene 
Natriumverbindungen gehéren offenbar dem Oxymethylentypus 
an, wihrend die beim Ansiuern der wiaBrigen Lésungen 
dieser Natriumverbindungen ausfallenden freien Aldehyde ohne 
Zweifel echte Carbonylverbindungen sind. 








H,C,00C-C- -C-H H,C,000-0- —OlH, + HON 
] Tl ) — 
| | | NaO 
H,C-C C¢-.0H _, H,C-C O=0 ? . 
NH NH 
XH 
H,C,00C-C-——C=CHONa H,C,000-C——-C-0¢) 
1 | i | 
H,C-C C=0 > H,C-C 0-OH 
el elie 
NH NH 


Denn alle ihre Reaktionen, Bildung von Semicarbazonen, 
Hydrazonen und die Kondensationsreaktionen mit anderen 
Pyrrolen zu Dipyrrylmethenen lassen sich durch die Oxyaldehyd- 
Formulierung (XV, XVI) am zwanglosesten erkliren. 

Wihrend der Aldehyd (XVI) unter dem EinfluB von Siiuren 
leicht eine Carbonylgruppe in Form von Ameisensiiure ab- 
spaltet und so mit sich selbst kondensiert?), tritt die analoge 
Reaktion beim 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-3-pyrrolaldehyd(XV 
nicht ein. Die #-stindige Carbonylgruppe besitzt hier also eine 
erheblich erhéhte Haftfestigkeit. 

Mit dem zugrunde liegenden Oxypyrrol (1) konnte nur 
durch Zusammenschmelzen bei Gegenwart von Kaliumbisul{/at 
Kondensation (XVII) erreicht werden. 


H,C,00C - C——C——-CH-——-C-—C- C000,H, 
H,cC ©-OH HO-C_ G.CH, 
A ee 
') Diese Zs. Bd. 128, 8S. 59 (1928). 
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Mit dem Benaryschen Oxypyrrol kondensierte er in 
alkoholischer Lésung mit konz. Salzsiure oder Kaliumbisulfat 
leicht zu einem orangegelben Methen: 


H,C,000. C——C- 0H 


H,C-C ¢——CH——C——C- C006, 





+“ l XVIII 
: HO-C  C-CH, 
et 
NH 


Gegen Alkali ist der Aldehyd, wie schon oben erwahnt, 
unbestindig. In ahnlicher Weise wie Ameisensiureester reagierte 
Oxalester mit dem Oxypyrrol I und es wurde der 2-Oxy-4- 
carbithoxy-5-methyl-3-pyrrylglyoxylsiureester (XIX) als ein aus 
Alkohol in groBen, glinzenden Tafeln krystallisierender Kérper 
vom Schmelzp. 180° erhalten. 

H,C,00C- CC - CO- COOC,H, 
| XIX 
H.c-C (C-OH 
sae 
NH 

Zu einem wohl definierten Kérper gelangten wir auch 
durch Kondensation von Oxalester mit 2,4-Dimethyl-3-acetyl- 
-carbiithoxypyrrol. Er ist analog dem von Piloty und Will} 
aus dem @-freien 2,4-Dimethy]-3-acetylpyrrol erhaltenen Derivat 
gebaut und demgem&B als 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
3-ithanonoxalester (XVIII) zu bezeichnen. 

H,C- C——-C-CO- CH, -CO- COOC,H, 
| | XX 
H,C,00C-C_ —_-C- CH, 
Wi 
NH 

Der Oxalsiiurerest sitzt sehr locker, schon kaltes, ver- 
diinntes Alkali verseift unter Abspaltung von Oxalsiiure zur 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-pyrrolcarbonsiiure. Es wurde die Be- 
stindige, wasserlésliche Natriumverbindung dargestellt und der 
Kérper durch ein Ketazin-Hydrazid und ein Mono-Semicarbazon 
charakterisiert. Ein Disemicarbazon konnte nicht erhalten 


eee 


*) Chem. Ber. Bd. 46, 8S. 2607 (1913). 
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werden. Auch das zum Vergleich aus dem Pilotyschey 
2,4-Dimethylpyrrol-3-ithanonoxalester dargestellte Derivat is; 
ein Mono-Semicarbazon. Dabei bleibt die Frage offen, ob das 
Semicarbazid mit der der Estergruppe oder der dem Pyrrol. 
kern benachbarten Carbonylgruppe reagiert hat. 

Endlich wurde auch 2,4-Dimethyl-3,5-dicarbathoxypyrro! 
Hydrazinhydrat umgesetzt; bei der Behandlung im Druckrohy 
spaltet es einfach die beiden Carbithoxyreste ab und es resultiert 
2,4-Dimethylpyrrol, das durch den schén_ krystallisierender 
Benzolazofarbstoff charakterisiert wurde. 


Versuche. 
I. Uber das 2-Oxy-3,5-dimethyl-4-carbathoxypyrrol. 


In eine Lésung von 35 g Methylacetbernsteinsiureeste: 
in 70 cem Alkohol absolut wurde unter Eiskihlung 5 Stunden 
lang trockenes Ammoniak eingeleitet. Es scheidet sich dann 
manchmal spontan, am besten nach Impfen eine krystallinische 
Substanz, wahrscheinlich ¢-Methyl-?-aminoacetylbernsteinsiiure- 
ester ab. Der Kolbeninhalt ist bald von glitzernden Krystallen 
erfillt. Man laBt zur Vervollstindigung der Krystallisation 
zwei Tage in Eis verschlossen stehen, saugt ab, wischt mit 
Alkoholather aus und erhalt so 18,1 g vom Schmelzp. 77° unter 
Zersetzung. Aus dem 6ligen Riickstand der Mutterlauge ent- 
stand durch mehrwochiges Stehen das Oxypyrrol krystallisiert. 
Nach dem Abpressen auf Ton und Umkrystallisieren hatte es 
den richtigen Schmelzpunkt 127°; Ausbeute 5,8 g. 

Das eben erwahnte Zwischenprodukt konnte nicht analysiert 
werden, weil es standig an Gewicht abnimmt, dabei erhéht sich 
der Schmelzpunkt um 42° auf 119° Durch Erwirmen im 
Vakuum bei 40—50° steigt der Schmelzpunkt bis auf 125" 
und es liegt dann das nahezu reine Oxypyrrol vor. 

Die Uberfiihrung des eben erwahnten Zwischenproduktes in 
das Oxypyrrol wurde durch Erhitzen in einer Porzellanschale 
iiber seinen Zersetzungspunkt im Olbad erreicht. Die Aus- 
beute ist jedoch schwankend und es wurde deshalb ein neues 
Verfahren ausgearbeitet, das sicher zum Ziele fiihrte. Das 
Zwischenprodukt wurde in wenig trockenem Xylol aufgeschlammt 
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yod unter Riickflu8 erhitzt. Unter heftigem Schiumen fand 
die Alkoholabspaltung statt. Nach einigen Minuten war klare 
Lésung eingetreten und zur Sicherheit wurde noch '/, Stunde 
yeiter gekocht. Beim Abkihlen in Eis krystallisierte das 
Oxypyzrol in gliinzenden Blattchen vom Schmelzp. 127° aus, 


f war also vollkommen rein. Die Ausbeute betrigt insgesamt 


52°/, der Theorie, wenn die oben aus der dligen Mutterlauge 
erhaltenen 5,8 g¢ mitgerechnet werden. 


1. Aufspaltung zu ¢-Methyllavulinsaure. 


Das Oxypyrrol wurde in méglichst wenig 50°/, iger Schwefel- 
siure heiB gelést. Alsbald begann lebhafte Kohlensaure- 
intwicklung. Es wurde vorsichtig weiter erwirmt bis zum 
Aufhéren derselben und nach dem Abkihlen mit wenig Wasser 
versetzt, wobei sich ein Ol ausschied, das mit Ather auf- 
senommen wurde. Der Atherauszug wurde mit entwiissertem 


| Natriumsulfat getrocknet, der Ather verjagt und der Riickstand, 


ain dunkles Ol, einer raschen Destillation unterworfen. Der 
Siedepunkt konnte der geringen Menge wegen nicht genau 
festgestellt werden, liegt jedoch iiber 225°. Das Destillat 
bildete ein wasserhelles Ol von angenehmem, diazoessigester- 
ihnlichem Geruch. Mittels des Phenylhydrazons vom Schmelz- 
punkt 122° konnte es als «-Methyllavulinsiure identifiziert 
werden. 


2 Curtiusscher Siureabbau bis zum Urethan. 


a) 2Z-oxy-3,5-dimethyl-4-pyrrolearbonsaurehy drazid. 

4,7 ¢ des Pyrrols und 2 ¢ Hydrazinhydrat (etwa. 2 Mol.} 
warden ohne Liésungsmittel am Wasserbad erhitzt. Das 
Gemisch verfliissigt sich und wird gleich darauf wieder 
‘est. Zur Vollendung der Reaktion wurde noch eine Viertel- 
stunde erwirmt und die etwas zahe, schwach briunliche Masse 
mit wenig Alkohol ausgekocht, wodurch sich das Hydrazid als 
schneeweiBes Krystallpulver abschied. 2,9 g. Scharfkantige 
Blittchen. Umkrystallisierbar aus Wasser und aus Hisessig, 
daraus in rhombischen Blittchen. Schwer léslich in beiden 
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Lésungsmitteln. Zersetzungspunkt nach vorhergehendem Brine; 
und Sintern 212°. 

0,1046 g Substanz gaben 0,1900 g CO, und 0,0625 g H,0O. 

0,1404 g is » 80,8 cem N (14°, 724 mm). 


C,H,,0,N; (169) Ber. C 49,70°/, H 6,509, N 24,84°. 
Gef. ,, 49,54 ,, 669 ,, 24,85 


b) 2-Oxy-3,5-dimethyl-4-pyrrolearbonsaureazid. 

In eine Suspension von 2,9 g Hydrazid in wenig Wasser 
wurde unter Kiihlung mit Wasser ein ziemlich schneller Strom 
gasférmiger, salpetriger Siure eingeleitet. Die Beendigung der 
Reaktion konnte immer daran erkannt werden, daB das am 
Boden liegende Pulver sich bei vollstiindiger Uberfiihrung i: 
Azid ganz an der Oberfliche ansammelte. Das Reaktions- 
produkt war krystallisiert und lieB sich aus Ather oder kalten 
Chloroform gut umkrystallisieren. Flache Prismen, die sich 
bei 114° explosionsartig zersetzten. Ausbeute 2,5 ¢. Verpufft 
in der Flamme. Leicht léslich in Alkohol. 


0,1700 g Substanz gaben 0,2894 g CO, und 0,0734 ¢ H,O. 


0,0777 g 2 » 21,55 eem N (16°, 721 mm). 
C,H,O,N, (180) Ber. C 46,66°), H 4,44°/, N 81,11°/, 
Gef. ,, 46,42 4,10 » 31,01 


e) (2-Oxy-3,5-dimethyl-)pyrryl-carbaminsaur eathylester. 

Das Azid wurde in absolutem Athylalkohol gelist und bis 
zum volligen Aufhéren der anfangs stiirmischen Stickstof- 
entwicklung — '/, Stunde — am RiickfluBkiihler gekocht und 
abgekiihit. Beim Verdunsten des Alkohols im Vakuum kam 
das Urethan in schénen, weifen Nadeln heraus. Zersetzungs- 
punkt 148° Dabei durfte nicht bis zur Trockne abgesaugt 
werden, da sonst die Krystalle von einem schwer entfernbaren 
Sirup durchsetzt waren. Auch ist es notwendig, obige Zeit- 
dauer einzuhalten, da bei kiirzerer die Umwandlung unvoll- 
stiindig ist, bei lingerer teilweise Verschmierung eintritt. Beim 
Versuch des Umkrystallisierens aus absolutem Athylalkohol 
kam nur ein wasserheller Sirup heraus. Bei lingerem Liegen 
verschmiert auch ein vollig reines und trockenes Produkt unter 
Stickstoffverlust. Mit Alkali findet Ammoniakentwicklung statt. 
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ein Amin konnte nicht isoliert werden, da ja auch der zugrunde- 
liegende Pyrrolester gegen Alkali hinfallig ist. 


0,1088 g Substanz gaben 13,8 cem N (17°, 730 mm). 
C,H,,0,N. (198) Ber. N 14,14°/, Gef. N 14,34°/, 


d) (2-Oxy-3,5-dimethyl-)pyrryl-carbaminsauremethylester. 


Dieses Urethan konnte in analoger Weise durch Ver- 
kochen des Azids mit absolutem Methylalkohol erhalten werden. 
Als nach */,stiindigem Sieden der Methylalkohol im Vakuum 
bei gewohnlicher Temperatur verdampft wurde, blieb das 
Urethan in glinzenden, weifen, zu Rosetten vereinigten Nadeln 
guriick. Zersetzungspunkt 164°. Die Verschmierungstendenz 


| ist viel schwicher; so lieB es sich aus absolutem Methylalkohol 


umkrystallisieren. Schwer léslich in Ather. Bei Aufbewahren 
verschmiert es jedoch wie das Athylderivat unter Stickstoff- 
verlust. 
0,1002 g Substanz gaben 13,7 cem N (16°, 719 mm). 
C,H,,0,N. (184) Ber. N 15,22°/, Gef. N 15,27°, 


II, Uber das 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrol. 


1. Darstellung. 


75 ¢ Acetbernsteinsaiureester werden mit 150 ccm absolutem 
Alkohol verdiinnt, 5—-6 Stunden bei 0° (Hiskiihlung) trockener 
Ammoniak eingeleitet und in Eis tiber Nacht verschlossen 
stehengelassen. Am niichsten Tag destilliert man den ge- 
samten Alkohol ab. Kolben im Olbad von der Temperatur 
145—150°. Der letzte Rest des Alkohols wird durch kurzes 
Absaugen entfernt. Beim Abkihlen erstarrt der Kolbeninhalt 
zu einem Krystallbrei des Oxypyrrols, das aber noch kleine 
Mengen des Zwischenproduktes Aminoacetbernsteinsaiureester 
enthalt. (Schmelzp 122—-124° unter schwacher Gasentwicklung.) 
Zur vollstiindigen Uberfiihrung in Pyrrol wird in wenig Xylol 
heiB gelést, eine */, Stunde im Olbad unter RiickfluB gekocht 
und dann die heiBe Lésung zur Krystallisation in eine Porzellan- 
schale gegossen, worin sie — meist erst innerhalb 1 Stunde — 
zu einem Krystallbrei langer Nadeln erstarrt. Dieser wird 
scharf abgesaugt und zur Verdrangung des Xylols mit reinem 
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Petrolather gewaschen. ‘T'rocknen auf Ton. Ausbeute 46 » 
entsprechend 80°, der Theorie. Schmelzp. 134°. Das Produk; 
ist fast farblos (Stich ins Graue} und fiir alle Umsetzungen 
rein genug. Beim Umkrystallisieren aus Alkohol oder Wasser 
treten infolge der Leichtléslichkeit des Kérpers ziemliche Ver. 
luste auf. 

Durch Vakuumdestillation des Rohproduktes in einen 
laisenkolben mit Schwertansatz erhielten wir ebenfalls sofort 
ein vollkommen rein weiBes Pyrrol vom Schmelzp. 134°, doch 
ist die Ausbeute naturgemif etwas geringer: 60-—T70°/, de: 
Theorie. 


2. Curtiusscher Saureabbau bis zum Urethan. 
a) 2-Oxy-5-methyl-4-pyrrolcarbonsaurehydrazid. 

4 g¢ des Oxypyrrols wurden mit 4 ccm Alkohol aut- 
geschlammt, 2,4 g Hydrazinhydrat (2 Mol) hinzugefiigt und 
auf das siedende Wasserbad gebracht. Es trat sofort Lisung 
ein und nach kurzem Kochen schon begann das Hydrazid 
auszukrystallisieren. Innerhalb zweier Stunden war bei fort- 
waibhrendem Erhitzen die Flissigkeit zu einem Krystallbrei 
erstarrt, der nach dem Erkalten abgesaugt und mit warmen 
Alkohol gewaschen wurde. Ausbeute 2 g¢ reines Hydrazid. 
Blattchen vom Zersetzungspunkt 232°. Briunen von 180° ab. 
Krystallisiert aus Wasser, worin es in der Hitze leicht léslich, 
in Stabchen vom Zersetzungspunkt 232°; aus Eisessig¢ in 
quadratischen Blittchen. 


0,1184 g Substanz ergaben 0,1966 CO, und 0,0632 g H,O. 


0,1047 g * * 25,2 eem N (15°, 724,5 mm). 
Gef. , 46,36 sy at 19 24,20 


b) 2-Oxy-5-methyl-4-pyrrolecarbonsaureazid. 


2,3 g fein gepulvertes Hydrazid wurden in wenig Wasset 
suspendiert und bei guter Kihlung in raschem Strome gas- 
formige, salpetrige Saure eingeleitet bis zur fast vélligen Lésung. 
(Bei langerer Dauer Zerstirung des Azids,) Bei einstiindigem 
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Stehen in Kis krystallisierte ein Teil des Azids aus. 0,2g. Aui 
Verdiinnen mit Wasser iiber Nacht noch weitere Mengen, 0,8 g. 
Gesamtausbeute also 1,0 g. Schwach gelbliche, weiche Blattchen, 


| rhombisch. Aus Ather in Nadeln, ist darin schwer léslich. 


Schmilzt unter explosionsartiger Zersetzung bei 135° und ver- 
pufft wie sein Methylhomologes in der offenen Flamme. 
0,0831 g Substanz gaben 24,9ccm N (15°, 724,5 mm). 
C,H,O.N, (166) Ber. N 33,73°/, Gef. N 33,86 °/, 


c) (2-Oxy-5-methyl-)pyrrylcarbaminsauremethylester. 

Zur restlosen Verkochung des Azids mit absolutem Methyl- 
alkohol sind 4 Stunden erforderlich. (Nach 2 Stunden war 
i. B. die Umsetzung erst zu 80°/, erfolgt, wie eine Stickstofi- 
bestimmung ergab.) Beim Erkalten krystallisiert das in kaltem 
Methylalkohol schwer idsliche Urethan in Nadeln aus. Schmeiz- 
punkt 175°. Gegen Alkali ist es wie die oben beschriebenen 
homologen Urethane hinfallig. Es kann aus absolutem Methyl- 
alkohol umkrystallisiert werden, ohne daB Verschmierung ein- 
tritt, die jedoch auch hier bei langerem Liegen trotz sorg- 
filtigen Aufbewahrens nicht zu verhindern ist. 

4,965 mg Substanz gaben 0,720ecm N (20°, 725 mm). 

C,H,,0,Nz (170) Ber. N 16,479, Gef. N 16,12°%, 


3. Kondensation mit aromatischen Aldehyden. 
a) Darstellung 
des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrylphenylmethens. 
2g Oxypyrrol wurden in méglichst wenig Alkohol geldst, 
5g Benzaldehyd zugegeben und mit einigen Tropfen konzen- 
‘rierter Salzsiure die Kondensation eingeleitet. Die Flissig- 
keit firbte sich tiefrot. Nach einer Viertelstunde wurde ab- 
gekihlt und das sich in dichter, gelber Krystallisation aus- 
scheidende Methen abgesaugt und getrocknet. Ausheute 2,5 ¢. 
Gelbe Blittchen vom Schmelzp. 184° Ziemlich leicht léslich 
un Alkohol. 
0,1284 g¢ Substanz gaben 0,3280 g CO, und 0,0682 g H,O. 
0,1094 » = »  9,4ceem N (20°, 724 mm). 
C,,;H,,0O,N (257) Ber. C 70,049, H 5,83°/, N 5,45°%,, 
Gef. ,, 69,70 sy) 9,80 37 O47 
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Gibt mit Ehrlichschem Reagens und mit Hisenchlorid keine 
PWarbung. 


b) Darstellung des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl- 

p-dimethylaminophenylmethens. 

Zu der gemeinsamen heiB konzentrierten, alkoholischey 
Lésung von 0,9 g Oxypyrrol und 0.8 g p-Dimethylaminobeuz- 
aldehyd wurden 3 Tropfen konzentrierter Salzsiure gefiigt und 
am RiicktluBkiihler erhitzt. Starke Rotfirbung. Nach 10 Mi. 
nuten begann Krystallabscheidung und bald war die Fliissig. 
keit von einer glinzenden, roten Krystallisation ertillt. Rhom- 
bische Blattchen vom Zersetzungsp. 230°. Ausbente 0,8 ¢, 
Beim Umkrystallisieren aus Alkohol Nadeln. Zersetzungs- 
punkt 231°. 

0,1138 ¢ Substanz gaben 9,8 ccm N (20°, 724 mm). 

C,,H»O,N. (300) Ber. N 9,33°/, Gef. N 9,55°/, 


In konzentrierter Salzsiure lést sich das rote Methen mit 
gelber Farbe, aus welcher Liésung das salzsaure Salz in gelben 
Nadeln anschieBt. Zersetzungsp. 210°. Es zeichnet sich durch 
auferordentliche Labilitit aus. Schon beim Liegen an der 
Luft firbte es sich infolge teilweisen Salzsiiureverlustes idt- 
lich. Fast augenblicklich erfolgt der Ubergang in die rote 
Base mit kaltem Wasser, sofort mit heiBem Wasser, Ammoniak, 
Alkalien, Alkohol. In kleinen Mengen findet beim letzteren 
erst Lésung und dann Ausscheidung der roten Nadeln der 
Base statt. (Schmelzp. 251°) Bestindig an der Luft ist das 
Perchlorat, gelbe Nadeln, die bei 150° unter Zersetzung 
schmelzen. Die Zersetzungsfliissigkeit explodiert beim Ein- 
bringen in eine Flamme unter Zuriicklassung kohliger Massen. 
Durch kaltes Wasser wird das Perchlorat ebenfalls hydrolysiert. 


e) Darstellung des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl- 
o-nitrophenylmethens. 


0,7 g Oxypyrrol und 0,6 g o-Nitrobenzaldehyd wurden in 
analoger Weise verarbeitet und der nach 20 Minuten ge- 
hildete Krystallbrei abgesaugt, 0,7 g. ‘(relbe, verfilzte Nadeln. 
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In Alkohol in der Hitze ziemlich leicht léslich. Schmelz- 
punkt 201°. 


0,0992 g Substanz gaben 8,4 com N (20°, 724 mm). 
C,,H,,0,N. (302) Ber. N 9,27%, Gef. N 9,38°/, 


4, Kondensation mit Pyrrolaldehyden. 
a) Darstellung des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrolidyl- 
2,4-dimethyl-3-carbathoxypyrrylmethens. 

1,0 ¢ Oxypyrrol und 1,16 g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy- 
5-pyrrolaldehyd wurden in wenig Alkohol heiB gelést und nach 
Zugabe einiger Tropfen konzentrierter Salzsiure unter Riick- 
iuB gekocht. Binnen 5 Minuten war der Kolbeninhalt zu 
einer orangeroten Krystallmasse erstarrt. Das abgesaugte, mit 
Alkoholither gewaschene und getrocknete Produkt schmolz 
nicht scharf, sondern zwischen 150 und 175° Ausbeute zu- 
sammen mit aus den Mutterlaugen gewonnenem 1,7 g. Der 
unscharfe Schmelzpunkt lieB ein Gemisch vermuten und in der 
Tat konnte durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol— 
Wasser eine T'rennung in einen schwerer léslichen, in zu- 
gespitzten Prismen krystallisierenden, orangegelben Kérper vom 
Schmelzp. 210°, obiges Methen — 1,1 g —, und einen ziemlich 
leicht léslichen, ebenfalls intensiv orangegelben Koérper vom 
Schmelzp. 162—163° erreicht werden. Letzterer krystallisiert 
in Prismen, von denen immer eine Anzahl mit der Liangs- 
ebene zusammengewachsen erscheinen, welche Gebilde sich 
meist noch spitzwinkelig gegeneinander lagern. Rohausbeute 
).4¢. Nach voélliger Reinigung 0,25 g. 


Verbrennung des Methens vom Schmelzp. 210°: 
0,1280 g Substanz gaben 0,2919 g CO, und 0,0770 ¢ HO. 
),1227 g om » 9,2 ecem N (20,4°, 725 mm). 
C,;H..0,N. (346) Ber. C 62.42°/, H 6,35°/, N 8,09°%, 
(ref. ,, 62,35 —o Guae » 9,02 
Das Methen bleibt in kochender Salzsiure vollkommen 
unveriindert, ist also nicht mehr imstande, ein salzsaures Salz 
za bilden. Beim Kochen mit wiBrigem Alkali tritt keine 
Ammoniakentwicklung, d. h. Spaltung des Oxypyrrolkernes, ein. 
Das Methen firbt sich nur rot, was auf der Bildung eines 
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Metallderivates beruht, das auch auf folgendem Wege erhalte:, 
wurde. In die konzentrierte alkoholische Lisung des Methens 
wurde Natrium gegeben. Unter Rotfirbung ging das Metal! 
in Lésung. Aus der erkalteten Lisung konnte die Natrium. 
verbindung durch Reiben mit dem Glasstab in roten Schiffcher 
abgeschieden werden. Verkohlt ohne zu schmelzen iiber 200) 
Wird durch Eisessig in das Methen zuriickverwandelt. 


b) Darstellung des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrolidyl- 
2,4-dimethyl-5-carbathoxypyrrylmethens. 

0,36g¢ Oxypyrrol und 0,4g 2,4-dimethyl-5-carbithoxy- 
3-pyrrolaldehyd in konzentrierter alkoholischer Lisung wurden 
mit etwas konzentrierter Salzsiiure erhitzt und ein leuchten 
gelbes, schén krystallisiertes Methen erhalten. Aus Alkohoi. 
worin es mibig schwer léslich, in Nadeln vom Zersetzungs. 
punkt 266°. 


5,354 mg Substanz gaben 0,414 cem N (21°, 724 mm). 
C,,H..0;N. (346) Ber. N 8,09°/, Gef. N 8,55°/, 


5. Azofarbstoffe des 2-Oxy-4-carbithoxy- 
5-methylpyrrols. 
a) Mit Benzoldiazoniumchlorid. 


3 g Oxypyrrol wurden in siedendem Alkohol gelést und ruhig 
erkalten gelassen, so daf keine Krystallisation eintrat und zu diese: 
ibersattigten Lisung 30 ccm einer Diazoniumlisung mit einem 
Gehalt von 4,5 g Benzoldiazoniumchlorid (ber. fiir 1 Mol 4,25 < 
gegeben. Die Lésung farbte sich allmihlich tief orangerot unc 
nach etwa 5—6 Minuten begann der Azofarbstoff auszukry- 
stallisieren, bis nach weiteren 10 Minuten alles zu einem gelben 
Krystallbrei geworden war. Ausbeute 6,2 g. Der Farbstof 
krystallisiert aus siedendem Alkohol in groBen, glinzenden. 
rein gelben, weichen, verfilzten Nadeln vom Schmelzp. 223°. 
Kr ist maBig schwer léslich in heiBem, sehr schwer in kaltem 
Alkohol, ziemlich leicht léslich in heiBem Kisessig, krystalli- 
siert daraus beim entsprechenden Versetzen mit Wasser eben- 
falls in schénen Nadeln. Schwer léslich in Ather, Benzol und 
Ligroin. Nicht unbetriichtlich léslich auch in heiBem Wasse: 











Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstoffes. II. 93 


0,1532 g Substanz gaben 0,3443 g CO, und 0,0769 ¢ H,O. 


0,1013 g in » 14,0 cem N (15°, 721 mm). 
C,,H,,0;N, (273) Ber. C 61,54°/, H 5,50%, N 15,88 °, 
Gef. , 61,41 ,, 5,62 ,, 15,54 


b) Metallverbindungen des Azofarbstoffes. 


Beim Eingeben von Natrium in die orangegelbe, alkoho- 
lische Lésung des Farbstoffes tritt Farbvertiefung nach rot ein. 
Das Metall geht in Lésung und ploétzlich failt ein dichter 
Niederschlag von roten Nadeln. ‘Trigt man das Natrium in 
eine benzolische Lésung ein, so ist deutlich Wasserstoff- 
entwicklung zu beobachten, auch hier scheidet sich die Natrium- 
verbindung als roter, krystallisierter Niederschlag ab. Nadeln. 
Kinen Schmelzpunkt besitzt die Verbindung nicht, ab 200° 
firbt sie sich dunkel, ist aber bei 280° noch nicht ge- 
schmolzen. Wasser, Siuren, siedender gewéhnlicher Alkohol 
bewirken sofortige Riickbildung des Azofarbstoffes. 

0,0854 g¢ Substanz gaben 10,75 cem N (15,2°, 720,5 mm). 

Ci4H,,0,;N,Na (299) Ber. N 14,23°/, Gef. N 14,149, 


In analoger Weise wurde auch eine Kaliumverbindung 
erhalten. Orangegelbe Nadeln. Zeigen ebenfalls keinen 
Schmelzpunkt, bei 280° noch nicht einmal verfarbt. Riick- 
fihrung in den freien Azofarbstoff wie beim Natriumsalz. 


e) Einwirkung ammoniakalischer Kupferlosung auf den 
Azofarbstoff. 

Der Azofarbstoff wurde in siedendem Alkohol unvoll- 
kommen gelést und etwa ‘/, des Volumens ammoniakalische 
Kupferlésung auf einmal hinzugegeben. Unter tiefer Rotbraun- 
firbung trat vollkommene Lésung ein. Nach einmaligem Auf- 
kochen wurde noch in der Hitze zunichst Hisessig bis zur 
sauren Reaktion und dann nur soviel Wasser zugegeben, dab 
keine bleibende Triibung entstand. Bei sehr langsamem, 
ruhigem Erkalten wurde so stets ein prachtvoll krystallisiertes 
Produkt erhalten. Orangerot bis dunkelrot durchscheinende, 
groBe Nadeln von stahlblauem Oberflichenglanz. Im Gegen- 
satz zu den weichen, verfilzten Nadeln des Kuppelungsproduktes 
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harte, spréde Kinzelkrystalle. Zersetzungsp. 213° Die Léslichkeit 
in Alkohol ist gréBer als die des gelben Farbstoffes. Zur Analyse 
wurde mit Alkohol und Ather gut ausgewaschen und konstant ge. 
trocknet. Eine Aschenbestimmung ergab ein negatives Resultat. 

0,1206 g Substanz gaben 0,2712 g CO, und 0,0603 g H,O 

0,0997 g - as 14,0 cem N (16°, 718 mm). 

C,,H,;0,N, (273) Ber. C 61,54°/, H 5,50°/, N 15,38°), 
Gef. ,, 61,85 ,, 5,59 ,, 15,67 

Durch zweimaliges Umkrystallisieren aus Alkohol lieB ex 
sich vollkommen in die gelben, weichen Nadeln des Kuppe- 
lungsproduktes iiberfiihren. Bei Reduktion in alkoholiscl:- 
essigsaurer Lisung mit Zinkstaub, lieferte es wie dieses (siehe 
unten) das entsprechende Aminopyrrol. Mit Natrium eine 
geringe Menge eines zum Teil krystallisierten, zum Teil amorphen 
rotbraunen Produktes, das beim Ansiuern mit verdiinnter 
Kssigsiure sofort in den gelben Farbstoff iiberging. 


d) Reduktion des Azofarbstoffes zum 2-Oxy-3-amino- 

4-carbathoxy-5-methylpyrrol. 

«) In alkoholisch-essigsauer Lésung mit Zinkstaub. 

1,0 g Azofarbstoff wurden in heiBem Alkohol gelést und 
Zinkstaub dazu gegeben. Darauf in das unter Riicktlul 
sledende Gemisch Wisessig in kleinen Anteilen. Die Reduktion 
war rasch und vollstiindig. Die heiB filtrierte, schwachsaure 
Lésung wurde im Vakuum eingeengt, wobei sich schon beim 
Kindampfen Krystalle des Aminopyrrols ausschieden. Der 
zuriickbleibende Krystallkuchen zur Entfernung von Zinkacetat 
mit wenig Wasser angeriihrt und abgenutscht. Ausbeute 0,3 ¢ 
krystallisiertes Aminopyrrol vom Schmelzp. 244°. Ein Misch- 
schmelzpunkt mit eimem nach H. Fischer und Marianne 
Herrmann durch Nitrosieren des Oxypyrrols und Reduktion 
erhaltenen Aminopyrrol ergab keine Depression. Auch verliet 
die charakteristische Reaktion mit salzsaurem p-Dimethy!- 
aminobenzaldehyd — Blaufirbung — positiv. Krystallform: 
Prismen, ebenfalls identisch. Bei Reduktion in reinem Eis- 
essig ist die Ausbeute infolge der Leichtléslichkeit des Amino- 
pyrrols in diesem Lésungsmittel bedeutend schlechter. 
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8) Katalytische Reduktion in Alkohol mit Platinmohr. 


Sie verlief auBerordentlich langsam. Nach zweitigigem 


| Schiitteln war noch keinerlei Entfirbung eingetreten. Erst 
| nach iiber einmonatigem Stehen in der verschlossenen Schiittel- 
-ente vollkommen entfirbt. Ein Teil des Aminopyrrols kry- 
' stallisierte aus, Schmelzp. 244°, der Rest durch Eindampfen 
der filtrierten Lésung im Vakuum gewonnen. 


e) Farbstoff mit m-Nitrobenzoldiazoniumchlorid. 


Zu einer erkalteten Lésung des Oxypyrrols wurde die be- 


_ rechnete Menge diazotiertes m-Nitranilin gegeben. Die Lésung 
firbte sich ganz allmahlich gelb und zuniichst fiel nach 


'/ -stiindigem Stehen nur eine geringe Menge dligen Produktes. 


Innerhalb einer */, Stunde hatte sich jedoch dies vollkommen 


in einen gelben, krystallisierten Niederschlag umgewandelt und 
zugleich an Menge bedeutend zugenommen. Schwer léslich 
in heiBem Alkohol, leichter in Kisessig. Aus beiden Lésungs- 
mitteln mit Wasser in gelben, zu Biischeln vereinigten, diinnen 
Nadeln. Schmelzp. 235°. 


0,0831 g Substanz gaben 13,4 ecm N (19,2°, 713 mm). 
C,,H,,0;N, (318) Ber. N 17,61°/, Gef. N 17,70°, 


f) Farbstoff mit diazotiertem o-Naphthylamin. 
Die Kuppelung wurde entsprechend der vorigen ausgefiihrt. 
Die Liésung firbte sich rot und nach einer 1/, Stunde hatte 
sich ein dichter Niederschlag ausgeschieden. Die Farbe war, 
wie zu erwarten, tiefer und zwar rotbraun. Aus Kisessig— 
Wasser in schinen, roten Nadeln. Schwer léslich in Alkohol. 
Zersetzungsp. 234°. 
0,0839 g Substanz gaben 9,9 cem N (19°, 718 mm). 
C,,H,;0,Ns (323) Ber. N 13,01, Gef. N 13,04, 


6. Versuch einer Gattermannschen Aldehydsynthese- 
Darstellung des freien Aldimins. 

In eine Suspension von 0,5 g Oxypyrrol in 15 ccm wasser- 

freiem Ather und 0,5 ccm wasserfreier Blausiiure wurde bei 

guter Kiihlung ein langsamer Chlorwasserstoffstrom eingeleitet, 
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wobei nur schwache Gelbfarbung eintrat, aber Liésung nicht 
erfolgte. Nach Sattigung wurde einige Stunden stehen ge. 
lassen, abgesaugt und der Ather im Vakuum verdunstet. Ks 
blieb aber nur ein kaum nennenswerter Riickstand. Der iither. 
unlésliche Riickstand wurde dann mit Wasser angeriihrt. Ky 
léste sich teilweise. Aus dem Filtrat schied sich beim Kr. 
wirmen eine dichte, amorphe, orangerote bis braungelbe 
Fallang aus. Nach Waschen und Trocknen 0,14¢. Der 
K6rper erwies sich als in allen gebriuchlichen Lisungsmitteln 
derart schwer léslich, da8 eine Umkrystallisation nicht mic. 
lich war. Zersetzungsp. 262°. Die Menge des wasserunlis. 
lichen Teils — des Aldimins — betrug 0,16 g. Schmelzp. 239°. 


Der Kérper lieB sich aus Alkohol gut umkrystallisieren. Ks: 


wurden farblose, gestreckte Blattchen vom Schmelzp. 241° er- 
halten. 
5,672 mg Substanz gaben 0,748 ecm N (21°, 720 mm). 
C,H,.0,Nq (198) Ber. N 14,309, Gef. N 14,509, 


Das Aldimin ist in Wasser unléslich und wird beim 
Kochen damit nicht zum Aldehyd verseift, auch laBt es sich 
aus siedendem Kisessig unverindert umkrystallisieren. Beim 
frwarmen mit Alkali entwich Ammoniak, der Aldehyd war 
jedoch, da selbst gegen Alkali hinfallig, nicht zu erhalten. In 
Chloroform verlief der Versuch in der Hinsicht analog, dab 
auch hier die beiden oben beschriebenen Produkte entstanden, 
doch war die Ausbeute an hochschmelzendem Produkt gréBer 
auf Kosten des Aldimins. Da das Ziel, nimlich die Dar- 
stellung des Aldehyds, durch Kondensation des Oxypyrrols mit 
Ameisensaureester erreicht war, wurden hier keine weiteren 
Versuche gemacht. 


Ill. Esterkondensationen mit Pyrrolen. 


1. Darstellung des 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-3- 
pyrrolaldehyds durch Kondensation von 2-Oxy-4-carb- 
athoxy-5-methylpyrrol mit Ameisensaiureester. 


3 g Oxypyrrol wurden in 20 ccm absolutem Alkohol heif 
gelést, mit 5 ccm trockenem, reinem Ameisensiiureester versetzt 
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' und in die unter RiickfluB siedende Lésung 0,5 g Natrium in 


8 Stiicken eingegeben. Zunichst firbte sich die Lésung rot, 


‘nach kurzer Zeit trat jedoch Aufhellung ein und eine immer 
| dichter werdende griinlich-weibe Gallerte erfillte die Flissigkeit. 
) Nach zweistiindigem Sieden wurde mit Wasser aufgenommen, wo- 
' bei sich die Gallerte bis auf weniges léste. Nachdem von diesen 
| Resten durch GieBen durch eine Siebplatte befreit war, wurde 
die alkalische Lisung mit verdiinnter Essigsiure angesiuert, 
' wodurch der Aldehyd als dicker, weiBer, krystallisierter Nieder- 
| schlag ausfiel. Auch die ungelist gebliebenen Anteile zersetzten 
| sich mit verdiinnter Essigsiure allmihlich zum Aldehyd. 1,6 g. 
' Aus dem Filtrat konnten durch Eindunsten am Wasserbad 
| 08g unveriindertes Oxypyrrol vom Schmelzp. 133° gewonnen 
' werden. Der Aldehyd ist schwer léslich in heiBem Wasser und 
' krystallisiert daraus in facherartig angeordneten Staibchen. Aus 
| Alkohol, worin er ebenfalls schwer léslich ist, in groBen, flachen 
| Nadeln. Schmelzp. 206 °. 


0,1185 g Substanz gaben 0,2376 g CO, und 0,0628 g H,O. 


0.1000 g = = 6,6 cem N (16°, 719 mm) 
C,H,,0,N (197) Ber. © 54,849, HH 5,58%,  N 711%, 
Gef. ,, 54,70 » 3,80 ) 1,87 


a) Semicarbazon. 

Zu der heif konzentrierten, alkoholischen Lésung von 0,15 g 
Aldehyd wurden die Lésungen von 0,16 g Semicarbazidchlor- 
hydrat in wenig Wasser und von 0,15 g Kaliumacetat in Alko- 
hol auf einmal hinzugegeben und aufgekocht. Es fiel sofort 
ein dichter, grauweiBer Niederschlag. 0,16 g. In Wasser sehr 
schwer léslich, kommt daraus in zu Biischeln vereinigten 
Nadeln, desgleichen aus Eisessig, worin der Kérper leichter 
lislich, Schmelzp. 252° nach vorhergehendem Briaunen und 
Sintern. 

0,0547 g Substanz gaben 10,8 ccin N (16,8°, 721 mm). 

C,,H,.0,N, (254) Ber. N 22,05%,  Gef. N 22,06%, 


b) Hydrazon. 
0,4 g Aldehyd wurden mit 0,6 g Hydrazinhydrat ohne 
Lisungsmittel am Wasserbad erwirmt. Es trat Loésung ein 
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und nach 2 Minuten begann sich das Reaktionsprodukt a). 


zuscheiden. Nach einer '/, Stunde wurde erkalten gelassen und 
das etwas zihe Produkt Umkrystallisationsversuchen unter. 
worfen. Dabei wurde die Anwesenheit zweier Ké6rper fest. 
gestellt. Kin geringerer Teil war schwer léslich in Alkoho| 
und schmolz unter Zersetzung bei 230°. Zur Analyse zu wenis 
wahrscheinlich das Hydrazid-Hydrazon. Der Hauptanteil — 
das Hydrazon — war mittel léslich in Alkohol, krystallisierte 
daraus in Stibchen vom Schmelzp. 190°, die sich an der Lut 
rot farbten. 0,2 g. 
0,0635 g Substanz gaben 11,65 cem N (21,5°, 721 mm). 
C,H,,O,N, (210) Ber. N 20,00°/, Gef. N 20,16°/, 


2. Darstellung des 3-Oxy-4-carbathoxy-5-methyl- 
pyrrolidyl-2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrryl- 
methens durch Kondensation des Aldehyds mit 3-Oxy- 
4-carbithoxy-5-methylpyrrol. 

Molekulare Mengen des Aldehyds und obigen Oxypyrrols, 
in Alkohol heiB gelést, kondensierten mit Hilfe konzentrierter 
Salzsiure oder Kaliumbisulfat glatt. Die Loésung erstarrte zu 
einem Krystallbrei gelber Nadeln. Das Methen ist sehr schwei 
léslich in Alkohol. Schmelzp. 250°. 

4,988 mg Substanz gaben 0,3724 cem N (21°, 721 mm). 

C,,H.,.O,N, (348) Ber. N 8,05°/, Gef. N 8,22°/, 


3. Darstellung des Bis-(2-Oxy-4-carbathoxy-5-methy!- 
pyrryl-)methens. 

Molekulare Mengen des Aldehyds und des dazugehdrige: 
Oxypyrrols (I) wurden mit etwas Kaliumbisulfat fein verrieben 
und kurze Zeit im Olbad auf 1830—140° erhitzt. Unter be- 
trichtlicher Dunkelfarbung sinterte das Gemisch zusamme! 
und bildete nach dem Erkalten eine harte, schwarzbraune 
Masse, die mit Alkohol ausgekocht wurde. Aus der heif fi- 
trierten Liésung schied sich das Methen noch ziemlich dunkel. 
aber schén krystallisiert ab. Nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren braungelhbe Prismen vom Schmelzp. 254°. 


3.837 mg Substanz gaben 0,295 cem N (20°, 718 mm). 
C©,,H,,O,N, (348) Ber. N 8,05,  Gef. N 8,299/, 
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aly. 4, Darstellung des 3-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-2- 


und J pyrrolaldehyds durch Kondensation von 8-Oxy-4-carb- 
iter: ithoxy-5-methylpyrrol mit Ameisensidureester. 

fest. 2,0 g fein gepulvertes Oxypyrrol wurden in 20 ccm ab- 
oho | solutem Alkohol und 38,5 ccm Ameisensiureester suspendiert 
nig, # und in das siedende Gemisch 0,3 g Natrium in mehreren Stiicken 


' eingeworfen. Unter Rotfirbung trat allmihlich vollkommene 
erte @ Lésung ein. Auch hier hellte sich die Lisung bald auf und 
‘ & es begann die Ausscheidung einer gelblichen Gallerte, die sich 
so verstiirkte, daB die Fliissigkeit férmlich gestand. Das Er- 
| hitzen wurde noch '/, Stunde fortgesetzt und dann noch heib 
| mit viel Wasser iibergossen. Da sich die Gallerte fast restlos 
; - gelést hatte, wurde nach dem Abkihlen ohne weitere Filtration 

| der Aldehyd durch verdiinnte Essigsiure als dicker, gelblicher 
xy- [EB Niederschlag ausgefallt. Der Aldehyd war getrocknet ziemlich 
 £— stark gelb gefirbt. Ausbeute 1,4. g. Schmelzp. 187°. Nach 
| zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol groBe, nur noch 


- a 


| schwach gefiirbte Nadeln vom Schmelzp. 188°. Kin Misch- 
a schmelzpunkt mit einem von H. Fischer und E. Loy auf dem | 
wo, IE Wege der Gattermannschen Synthese gewonnenen Aldehyd . 
' gab keine Depression. | Ea 
: 0,2273 g Substanz gaben 14,8 cem N (19°, 721 mm). E ! 
C,H,,0,N (197) Ber. N 711%  Gef. N 7,22°%/, i. 
&§ Zur weiteren Kontrolle wurde noch das ebenfalls von Ae: 
Y' PH. Fischer und E. Loy beschriebene Semicarbazon dargestellt. : 

| 0,2 g Aldehyd in heiBem Alkohol gelist, dazu 0,22 ¢ Semi- 

ge! carbazidchlorhydrat in wenig Wasser und 0,2 g Kaliumacetat 





beu in Alkohol. Beim Aufkochen fiel das Semicarbazon als dichter, ‘ 
be- JF gelblicher Niederschlag. 0,21 g. Schmelzp. 243°. Pe 





ne! 0,0716 ¢ Substanz gaben 14,5 cem N (19,5°, 713 mm). 

ine & C,oH,,0,N, (254) Ber. N 22,059, Gef. N 22,17%, 
fl- & 

ce],  - Darstellung des 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methyl- 
ie & pyrrylglyoxylsiureesters durch Kondensation von 


2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrol mit Oxalester. 
2,0 g Oxypyrrol wurden in 10 ccm siedendem Alkohol ge- 
list, 8,5 com Oxalester hinzugefiigt und in die heiBe Fliissig- 


r * 
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keit unter gutem Umschiitteln eine Natriumithylatlésung, her- 
gestellt durch Auflésen von 0,7 g Natrium in 12 ccm absolutem 
Alkohol, zuflieBen gelassen. Starke Rotfarbung zeigte den Ein- 
tritt der Kondensation an. Zur Vollendung wurde 2 Stunden 
im Olbad unter RiickfluB gekocht und dann die jetzt intensiy 
rote, aber klare Lésung im Vakuum zur Trockne verdampft. 
Der dunkelrote, amorphe Riickstand ging auf Zusatz von Wasser 
mit roter Farbe in Lésung. Verdiinnte Essigsiiure fillte den 
Ester als schwach gefarbten, krystallisierten Niederschlag. Aus- 
beute fast quantitativ: 2,8 g. Schmelzp. 180°. In Alkohol ist 
der Kérper in der Hitze ziemlich leicht léslich und wird daraus 
in groBen, glanzenden Tafeln erhalten. Schmelzp. 180°. 


0,1090 g Substanz gaben 0,2131 g CO, und 0,0524 g H,O. 
0,0989 g bs . 4,7 eem N (20°, 725,5 mm) 
5,224 mg ss, . 9,111 mg AgdJ. 
C,2H,,0,N (269) 
Ber. C 53,539, H 5,57%, N 5,20%, C,H,O 33,40%, 
Gef. ., 53,34 , 5,26 » 5,28 . 82,70 


6. Darstellung des 2,4-dimethyl-5-carbathoxypyrry!|- 
3-athanonoxalesters durch Kondensation von 2,4-Di- 
methyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol mit Oxalester. 


10g des Pyrrols und 25 g Oxalester wurden in 70 ccm 
absolutem Alkohol in der Hitze gelést und in die unter Riick- 
fiuB siedende Lésung (Olbad) allmahlich 4 g Natrium elngeworfen. 
(Mit fertigem Natriumithylat nach Pilotys Vorschrift gelang 
die Reaktion mehrmals nicht.) Wihrend das Natrium unter 
stiirmischer Wasserstoffentwicklung in Lisung ging, farbte sich 
die Flissigkeit tiefrot. Nach zweistiindigem Kochen wurde der 
Kolbeninhalt abgektihlt und in stark verdiinnte Hssigsiure ge- 
gossen. Der ausfallende, gelbliche Niederschlag wurde nach 
einigem Stehen abgesaugt, kraftig gewaschen und getrocknet. 
Ks wurden so 14,5 g Rohprodukt vom Schmelzp. 148—150° 
erhalten. Leicht léslich in heiBem Alkohol, krystallisiert daraus 
in feinen, farblosen verfiltzten Nadeln vom Schmelzp. 150,5°. 
Vollkommen unléslich in Wasser. 
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0,1171 g Substanz gaben 0,2495 g CO, und 0,0660 g H,0O. 


0,1255 g ” » 5,4 eem N (15°, 718,5 mm). 
C,;H,,0,N (309) Ber. © 58,25°/, H 6,159, N 4,53%, 
Gef. ,, 58,12 > 6,30 » 4,82 


Ehrlichsche Reaktion in der Hitze schwach positiv. Mit 
Kisenchlorid gibt es eine intensive Rotfirbung, die gegen Kis- 
essig bestiindig, auf Zusatz von konzentrierter Salzsiure sofort 
yverschwindet. Mit Natriumithylat wurde eine feste, wasser- 
ljésliche Natriumverbindung erhalten, die beim Kochen mit 
Wasser nicht hydrolysiert wird. Beim Ansiuern fallt sofort 
das Ausgangsmaterial. Alkali, selbst in groBer Verdiinnung, 
spaltet unter gleichzeitiger Verseifung der «-standigen Carb- 
‘ithoxylgruppe den Oxalsiurerest ab, es entsteht also die 2,4- 
Dimethyl -3-acetyl-5-pyrrolearbonsiure vom Schmelzp. 231°. 
Mischschmelzpunkt mit dieser Siure zeigte keine Depression. 


a) Semicarbazon. 


0,3 g obigen Esters wurden durch Aufkochen mit még- 
lichst wenig Alkohol in Lésung gebracht und mit den Lésungen 
von 0,22 g Semicarbazidchlorhydrat in kaltem Wasser und von 
0,2 g¢ Kaliumacetat in Alkohol vereinigt. Das Gemisch wurde 
kurze Zeit zum Sieden erhitzt und dann stehengelassen. Uber 
Nacht krystallisierte dann das Semicarbazon in glanzenden, 
weiBen Prismen aus. Ausbeute quantitativ: 0,36 ¢. Bei 
kleinerer Ausbildung sind die Krystalle sternférmig gruppiert. 
Aus Wasser in kleinen Krystalldrusen. Schmelzp. 201°. 

0,0712 g Substanz gaben 9,8 ccm N (20,5°, 724 mm). 

C,¢H,.0,N, (366) Ber. N 15,30°/, Gef. N 15,25°/, 
b) Ketazin-Hydrazid. 

0,3 g des Esters wurden mit 0,3 g Hydrazinhydrat ohne 
Lésungsmittel am Wasserbad erwirmt. Die Masse verfliissigte 
sich und wurde kurz darauf wieder fest. Mit etwas warmem 
Alkohol wurde von geringen Schmieren befreit und abgesaugt. 
0,2¢g, Nadeln. In Alkohol ist der Kérper schwer léslich, leichter 
in heiBem Wasser, kommt aus beiden Lésungsmitteln in Nadeln 
vom Schmelzp. 239° unter Zersetzung. 


0,0803 g Substanz gaben 17,4 cem N (20,5°, 724 mm). 
C,5H,,0,N; (291) Ber. N 24,059,  Gef. N 24,019, 
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ce) Semicarbazon des 2,4-Dimethylpyrryl-3-aithanonoxalesters. 
0,3 g 2,4-Dimethylpyrryl-3-ithanonoxalester, gelést in Alko- 
hol, dazu 0,27 g Semicarbazidchlorhydrat in wiBriger Lésung 
und 0,24 g Kaliumacetat, gelést in Alkohol. Nach 3 Minuten 
langem Kochen am RiickfluBkiihler wurde mit '/, des Volumens 
kaltem Wasser versetzt. Innerhalb kurzer Zeit hatte sich das 
Semicarbazon fast quantitativ abgeschieden. 0,31 g. Schmelz. 
punkt 198° unter Zersetzung. 
0,0805 g Substanz gaben 13,4 com N (17,6°, 718 mm). 
Ci3H,,O,N, Ber. N 19,10%,  Gef. N 18,909/, 


2,4-Dimethylpyrrol aus 2,4-Dimethyl-3-5-dicarbithoxy- 

pyrrol durch Behandeln mit Hydrazin-Hydrat im Druckrohr. 

0,65 g 2,4-Dimethyl-3,5-dicarbaithoxypyrrol wurden mit 
1,0 g Hydrazinhydrat in einem dickwandigen Reagenzglas ein- 
geschlossen und dann im SchieBofen wahrend 7 Stunden auf 
200° erhitzt. Beim Aufweichen der Kapillare entwich Am- 
moniak unter starkem Druck. Der Rohrinhalt war fliissig und 
bestand aus zwei Schichten, einer waBrigen, ammoniakalischen 
und einer schwach briunlichen, dligen, die nach Neutralisation 
des Ammoniak den eigentiimlichen Geruch des 2,4-Dimethy|- 
pyrrols zeigte. Zur Identifikation wurde der Azofarbstoff des 
2,4-Dimethylpyrrols mit Benzoldiazoniumcblorid dargestellt. 
Das bei der Reaktion erhaltene Ol wurde in Ather aufgenom- 
men und mit einer Diazolésung durchgeschiittelt. Der Azo- 
farbstoff schied sich sofort als dichter, roter Niederschlag ab. 
0.4 g. Aus Kisessig wurde er in den charakteristischen Nadel- 
biischeln erhalten. 


Spaltung des 3-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrolidyl-1-p- 
toluyl-2,5-dimethyl-3-carbithoxypyrrylmethens durch 
Kuppelung mit Benzoldiazoniumchlorid. 

Zu einer Liésung von 0,1 g des Methens in 4,5—4,8 ccm 
Alkohol wurden 0,85 ccm einer Diazolésung mit einem Gehalt 
von 0,032 g Benzoldiazoniumchlorid, entsprechend einem Mol 
auf 1 Mol Methen gegeben. Der Eintritt der Kuppelung kenn- 
zeichnete sich durch Tiefrotfarbung. Nach zweitigigem Stehen 
hatte sich ein orangeroter, krystaliisierter Bodenkérper ab- 











rs. 
lko- 
ung 
iten 
lens 
das 
elz- 





Versuche iiber die Konstitution des Gallenfarbstoffes. Il. 103 


| geschieden. 0,016 g. Durch langsames Kindunsten im Vakuum 
| wurden dann nach und nach 0,029 g eines rosaroten Produktes 
| erhalten, das nach einmaligem Umkrystallisieren schon fast 
' farblos war. Schmelzp. 133°. Durch Mischschmelzpunkt mit 
' dem 1-p-Toluyl-2,5-dimethyl-3-carbathoxy-4-pyrrolaldehyd, wo- 
| bei keine Depression zu bemerken war, als dieser identifiziert. 


Der orangerote Kérper war nach zweimaligem Umkrystallisieren 


rein gelb und besaB dann einen konstanten Schmelzpunkt von 


240°, der dem 2-Benzolazo-3-oxy-4-carbaithoxy-5-methylpyrrol 


zukommt. Mischschmelzpunkt mit synthetischem Azofarbstoff 
_ gab keine Depression. Fiir das Gelingen des Versuches ist es 


notwendig, obige Konzentrationen einzuhalten. Bei hoéherer 


' Konzentration fallt beim Stehen iiber Nacht das Ausgangs- 
| material entweder in Form der freien Base oder des salzsauren 


Salzes, bei zu niedriger begegnet die Isolierung und Trennung 


' der Spaltprodukte Schwierigkeiten. 
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Uber das Pilzprodukt C,H,0, und sein Verhalten bei de: 
Hydrierung. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 


Nadine Wijkman. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. September 1923.) 


Beim Studium der Saurebildung durch Aspergillusarten, 
ein Thema, das mir Prof. v. Euler iiberlieB, beobachtete ich 
bald die UnregelmaiBigkeiten, welche sowohl hinsichtlich der 
Saurebildung, als auch im duBeren Habitus des Pilzes aut- 
treten, und ich fand, daB die UnregelmiBigkeiten durch sehi 
kleine Differenzen in der Beschaffenheit des Materials der 
KulturgefaBe verursacht waren. Nachdem ich dazu _ iiber- 
gegangen war, KulturgefiBe aus Quarz oder paraffiniertem 
Glas statt solche aus uniiberzogenem Jenaglas zu verwenden. 
wurden Wachstum und Umsatz des Pilzes durchaus reprodu- 
zierbar. 

Dieses Resultat steht ganz in Ubereinstimmung mit dem 


von Lappalainen?), deren Untersuchung erst nach drei- 
jahriger Arbeit zu meiner Kenntnis kam. 

‘) Ofvers. Finska Vet. Soc. Férh. Bd. 62, 1919—1920, Afd. A. Nr. | 
DaB Differenzen von einer GréBenordnung wie die bei meinen Ver- 
suchen aufgetretenen die Lebensvorgiinge der Schimmelpilze beeinflussen 
kénnen, haben seit Raulin und Nigeli mehrere Forscher, besonder: 
Bertrand (C. R. Bd. 154, 8.618 [1912ff.]) und Javillier (Javillier et 
Tschernoroutzky, C.R. Bd. 157, S. 1175 [1913}) hervorgehoben. Siehe 


ferner Steinberg, Am. Journ. Bot. Bd. 6, 8S. 370 (1919) und Flieg. 
Jahrb. wiss. Bot. Bd. 61, S. 32 (1922). 
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Die Arten des GefaiSmaterials bzw. der daraus léslichen 
Spuren gewisser Elektrolyte machen sich nicht nur im Wachs- 
tum des Pilzes stark bemerkbar, sondern sind auch hinsicht- 
lich Menge und Natur der Reaktionsprodukte ausschlaggebend. 

Besonders auffallend erwiesen sich mir die Variationen in 
der Bildung einer Substanz, der ich beim Suchen nach Siéuren 
dank einer intensiven Rotfarbung mit Ferrichlorid auf die 
Spur gekommen war. Ohne besondere chemische Behandlung 
der GlasgefaBe erhielt ich oft keine Andeutung davon, wihrend 
bisweilen, leider selten, unter iibrigens streng eingehaltenen 
gleichen Bedingungen die Substanz sich als Krystalle an 
der unteren Seite des Pilzhiutchens absetzte. Die gleichen 
UnregelmaBigkeiten traten bei Verwendung  verschiedener 
Kohlenstoffquellen, wie Rohrzucker, Glucose, Mannit und 
Glycerin auf. 

Durch Benutzung von KulturgefiBen aus Quarz oder 
paraffiniertem Glas und durch Einhaltung gewisser Aciditits- 
grenzen, tiber welche ich in der spiiter erscheinenden aus- 
tiihrlichen Mitteilung Niheres berichten werde, wurde in dieser 
Hinsicht ein entscheidender Fortschritt erzielt, indem die Aus- 
beuten an der gesuchten Substanz sowohl regelmaBig wurden, 
als besonders beziiglich der absoluten Mengen sehr befriedigend 
ausfielen. 

Seitdem gelingt es, die Substanz vom dritten Tage nach 
der Impfung mit Sporenemulsion sicher zu erhalten, sie wird 
spiter sogar in groBen Krystallen aus der Kulturfliissigkeit 
abgeschieden. Mittels einer Sublimationsanordnung kann ich 


jetzt die Substanz im Hochvakuum leicht in vollkommen reinem 


Zustand erhalten. 

Mit einer Substanz, die den Schmelzp. 154° zeigte, wurde 
erhalten: eine Gefrierpunktserniedrigung von 0,17° mit einer 
Wasserlésung von 1,276 g der Substanz zu 100 g Lésungs- 
mittel, woraus sich das Mol.-Gew. 139 ergibt (C,H,O, 142). 

Mikroanalyse nach Preg}: 


2,036 ng Substanz gaben 3,762 mg CO, und 0,80 mg H,O. 


C,H,0, Ber. 50,70 °/, C 4,23 °/, H 
Gef. 50,41 4,40 
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3,152 mg der Acetylverb. gaben 6,100 mg CO, und 1,183 mg H,0 
C,H,0,(ac), Ber. 53,09 °/, C 4,46 °/, H 
Gef. 52,80 4,20 
Brom-Titration: 


Gef. pr. g Substanz wurde aufgenommen 2,26 g Br 
Ber. ,, g C,H,O, und 2 Doppelbind. 2,25 g 


mit 0,0190 g der Cu-Verbindung nach Gliihen 0,0042 g Cu() 
(C,H,0,),Cu + H,O Ber. pr. g 0,220 g CuO. 
Gef. ,, g der Cu-Verb. 0,221 ¢ __,, 

Die Gesamtheit dieser Versuche machte es sehr wahr- 
scheinlich, daf die von mir isolierte Substanz C,H,O, iden- 
tisch ist mit dem von Traetta-Mosca') beschriebenen Kérper, 
fiir welchen dieser Forscher die Zusammensetzung C,H,O, und 
die Formel 

HC—CO—C.OH 
HC-—-0—C.CH,0H 
annimmt. Vermutlich war die gleiche Substanz auch in 


Lésungen anwesend, mit welchen Raulin?) bei seinen aut 


dem Pilzgebiet klassisch gewordenen Untersuchungen und 
spater Javillier et Sauton*) gearbeitet haben. 

Ich konnte nun die Ermittlung der Konstitution de: 
Substanz in Angriff nehmen. Den Ausgangspunkt bildete 
die Beobachtung, daB die Substanz die Furanreaktion, Griin- 
farbung mit Fichtenspan, deutlich lieferte. Diese Reaktion 
zeigt u.a. auch das Glucal, das nach Fischer, Bergmann 
und Schotte ein Derivat eines Dihydrofurans ist.*) 

Ich begann damit, die Hydrierungsprodukte meiner Sub- 
stanz zu ermitteln. Bei der Hydrierung nach Willstitter’), 
die glatt verliuft, wie auch nach Paal-Skita®) (bei welcher 





‘) Ann. chim. appl. Vol. 1, p. 477 (1914). Traetta-Mosea 
e Preti, Gazz. chim. ital. Bd. 51, II, S. 269 (1921). 

) Ann. Se. Nat. Bot. Sér. 5, XI, p. 272 (1869). 

’) C. R. Bd. 153, S. 1180 (1911). 

*) Chem. Ber. Bd. 53, S. 511 (1920). 

°) Chem. Ber. Bd. 54, 8S. 121 (1921). 

6) Chem. Ber. Bd. 42, S. 1627 (1909). 
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jedoch Verharzung leichter eintritt), wurden 6 Atome H aut- 
senommen. 


Von 2,3336 g Substanz wurde aufgenommen 1120 cem H. 
Gef. pr. g Subst. 480 cem H. 
Ber. ,, g C,H,O, und 6 Atome H 474 cem ,, 
Wenn, wie Traetta-Mosca annimmt, die Substanz 2-Oxy- 
Maltol ist, ist zu erwarten, daB die Hydrierungsprodukte die 


Zasammensetzung 
H,C—CH.OH—CH.OH 


H.C 0——-CH.CH,0H 
haben. Hines derselben wiirde sich vom Hydroglucal?) nur 
durch die Heftstellen der Sauerstoffbriicke, 1—5 statt 1—4, 
unterscheiden. 

Auf dem jetzigen Stand der Untersuchungen kann ich 
hier mitteilen, da8 ich bei Hydrierung nach Willstatter 
neben kleinen Mengen einer nach Pfeffermiinz riechenden 
substanz, die mit Wasserdampf iibergeht, ein Produkt er- 
halten habe, das beim Destillieren bei 1 mm Druck und einer 
Badtemperatur von ca. 200° iibergeht. Fischer’) hat fir 
Hydroglucal bei 1 mm Druck 195-—205° gefunden. Aus dem 
Destillat habe ich hygroskopische Krystalle erhalten, die bei 
s0—90° schmelzen. Fischer gibt fiir Hydroglucal 86—87° an. 

Bei Verfiigung iiber gréBere Mengen Pt als bisher, hoffe 
ich indessen eine genaue Angabe hieriiber bald mitteilen zu 
kénnen, wie auch die Ergebnisse der Ozonisierung der Sub- 
stanz, die ja wichtige Beitrage zur Aufklarung hier behandelter 
Verhaltnisse liefern diirfte. 

Kine sichere Feststellung in diesem Punkte ist von Inter- 
esse als Beitrag zur Entscheidung einiger Fragen, die durch 
Arbeiten von Bergmann, Helferich usw. aktuell geworden sind: 

1. ob man im Glucal und mehreren damit zusammen- 
hangenden wichtigen Verbindungen mit einer 1—4- oder 
1—5-Briicke zu rechnen hat’), 


1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 511 (1920). 

*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 207 (1914). 

‘) Bergmann und Mieckeley, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1402 (1922). 
Helferich und Malkomes, Chem. Ber. Bd. 55, S. 703 (1922). 


H 
} 
; 
: 
; 
i 
he 
5 
: 
| ape 
: 
; 
i 
} 





108 Nadine Wijkman, Das Pilzprodukt C,H,0, usw. 


2. betreffend der Glucalderivate als Naturprodukte. 

In diesem Zusammenhang diirfte ich vielleicht an die 
Fakta erinnern, die Feulgen?) veranlaBten, in der Koblep. 
hydratgruppe gewisser Nucleinsiuren Glucalderivate zu sehey, 

Von mehreren Verfassern, besonders von Collie), ist dic 
Rolle hervorgehoben worden, die die Substanzen mit de 
labilen Gruppe :CH.C(OH) in manchen Naturprozessen spielen, 
Claisen*) miBt einer Verbindung wie Oxalessigsiiure eine 
gewisse Bedeutung bei fiir die Bildung der gewodhnlichey 
Pflanzensiiuren. 

Raistrich und Clark®) haben sogar ein theoretische; 
Schema mit erwihnter Substanz als Intermediirprodukt vov- 
geschlagen zur Erklirung des Abbaues des Zuckers zu Oxil- 
saure. 

Mit Beriicksichtigung dessen und des Umstandes, dab die 
Pyronderivate eine Gruppe Verbindungen sind, die besonders 
in den letzten Jahren in immer gréBerer Anzahl als kon- 
stituierende Bestandteile wichtiger Planzenkérper sich erwiesen 
haben, wire es von besonderem Interesse, nachdem feste 
Data oben erw&hnter experimenteller Ergebnisse vorliegen, 
zur Ertorschung der physiologischen Rolle der Substanz iiber- 
zugehen. EKinige Beobachtungen, die ich vor kurzem gemach* 
habe, wiirden mir vielleicht hierbei Beitrige liefern. 

Zusammentassend kann ich mitteilen: 

1. Durch Verwendung von KulturgetiBen aus Quay 
oder paraffiniertem Glas wird die Substanz C,H,O, regel- 
maBig und in sehr guter Ausbeute aus Rohrzucker erhalten. 

2. Bei der Hydrierung der Substanz C,H,O, wird ein 
Kérper gebildet, welcher mit dem Hydroglucal identisch 21 
sein scheint. 


1) Bergmann, Schotte und Leschinsky,. Chem. Ber. Bad. 5), 
S. 163 (1922); Bd. 56, S. 1054 (1923). 

*) Zs. physiol. Chem. Bd. 92, S. 156 (1914); Bd. 100, S. 247 (1917): 
Bd. 123, S. 149 (1922). 

3) Journ. Chem, Soc. Bd. 91, S. 1806°(1907). 

*) Claisen und Nori, Chem. Ber. Bd. 24, S. 121 (1891). 

») Biochem. Jl. Bd. 13, S. 339 (1919). 
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die Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Milz.°) 
3 Von 
” S. Demianowski. 
ele 
ele Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitit Moskau. 
cher (Der Redaktion zugegangen am 28. September 1923.) 
ches 1. Die organischen Basen der Milz. 
Vor- Die Frage nach den stickstoffhaltigen Extraktivstoffen der | 
xul- J Milz ist noch wenig ausgearbeitet. Die in der Literatur be- 
fndlichen Angaben dariiber sind nicht zahlreich und rihren ; 
die 7 hauptsichlich von ilteren Autoren her. Aus diesem Grunde 
lers J ist in vielen Fallen die Méglichkeit der Autolyse, Kinwirkung 
‘ou- #% yon Mikroorganismen und dergl. keineswegs ausgeschlossen. | 
seu #% Dies kann z. B. von Frerichs und Stidelers?) Arbeit gesagt 5 
f 


este MP werden, welche iiber die von ihnen gemachte Entdeckung von 
Zen, Leucin in der normalen Milz berichteten. Uber das Vorhanden- 


Jer. M sein von Tyrosin in einer solchen Milz sagen dieselben Autoren, 
cht 7% daB es ibnen nicht immer gelungen sei, mit vollkommener | 
Sicherheit diesen Stoff darin festzustellen; so fanden sie ihn ae 


nicht in der Kilber- und Schweinemilz; wohl aber wurde Ty- Be 
az # rosin unzweifelhaft, allerdings in einer geringen Menge, in der aba. 


zel- # Milz des Ochsen und des Menschen, obgleich bei letzterem mit 
el. weniger Sicherheit, gefunden. Gulewitsch und Jochelsohn’) 
ell stellen fest, daB eine frische normale Ochsenmilz Arginin ent- 
Zl #@ halt. Schwarz und Lederer‘) bewiesen das Vorhandensein 


') Mitgeteilt in der Abteilung fiir Chemie der Ges. von Freunden 
99, der Naturw., Antrop. und Ethmogr. im Februar 1920: ,,Die organischen 
Basen“, im Miirz 1920: ,,Die Aminosduren“. 
Li): *) Zit. nach d. Jahresb. d. Chem. 1856, S. 702. 
3) Wl. Gulewitsch u. A. Jochelsohn, Diese Zs. Bd. 30, 8. 533 
1900). 
4) ©. Schwarzu. R. Lederer, Pfliigers Archiv. Bd. 124, S. 353 


1908), 
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von Cholin in diesem Organ. Von den Purinkérpern sind j) 
der Milz Harnsiure und Hypoxanthin aufgefunden worden, 0). 
gleich Salomon!) diesen letzteren Stoff fiir ein nach dem Tode 
entstandenes Produkt hilt. Die Milz enthalt auch Harnstof 
dessen Menge hier durchschnittlich 0,12°/,1) betrigt. 

Somit sind die Kenntnisse iiber die stickstoffhaltigen Kx. 
traktivstoffe der Milz ziemlich diirftig und speziell muB dic 
Frage, ob in der Milz die charakteristischen Bestandteile de: 
Muskelgewebes: Carnosin, Carnitin und Methylguanidin yor. 
handen sind, als eine durchaus offen stehende betrachtet werden. 

Im Jahre 1900 verglich Gulewitsch den Stickstoffgehalt 
des Fleischextraktes und der daraus isolierten Bestandteile und 
fand, daB der letztere Gehalt viel kleiner ist. Von dieser Er- 
wagung ausgehend hatG ule witsch Untersuchungen unternommen, 
welche zur Entdeckung von Carnosin?) und Carnitin®) als Be. 
standteile des Fleischextraktes und zur Isolierung daraus von 
Methylguanidin*) gefiihrt haben, welche letzteres im Fleisch- 
extrakt etwas friiher von Kutscher’) aufgefunden war. Weitere 
Untersuchungen, besonders russischer und japanischer Forscher' 
zeigten, da8 Carnesin einer der hauptsichlichen stickstoffhaltige: 
Extraktivstoffe des Muskelgewebes ist und da Carnosin und 
Carnitin dessen spezifische Bestandteile sein sollen, da durci 
die Arbeiten von Gulewitschs Schiilern das Nichtvorhanden- 


') Zit. nach Oppenheimers Handb. d. Biochem. Bd. 2, S. 172. 

*) WI. Gulewitsch u. S. AmiradZibi, Diese Zs. Bd. 30, 8S. 56 
(1900). 

8) Wl. Gulewitsch u. R. Krimberg, Diese Zs. Bd. 45, S. 32! 
(1905). 

*) WI. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 47, S. 471 (1906). 

°) Fr. Kutscher, Zs. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuSm. Bd. |v. 
S. 531 (1906). 

®) R.Krimberg, Diese Zs. Bd. 48, $8. 412 (1906). U. Suzuki. 
K. Joshimura, M. Jamakawa u. J. Irie, Diese Zs. Bd. 62, 8. 1 (1909). 
W. Skwoezow, Diese Zs. Bd. 68, S. 36 (1910). O. v. Fiirth u. 
K. Schwarz, Biochem. Zs. Bd. 30, 8. 413 (1910). K. Joshimura, Bio- 
chem. Zs. Bd. 37, 8. 477 (1911). G. Buglia u. A. Constantins, Diese 
Zs. Bd. 81, 8. 120 (1912). M. Mauthner, Monatsh. f. Chem. Bd. 34. 
S. 883 (1913). J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 87, 8. 12 (1913); Bd. 92. 
S. 221 (1914). M. Dietrich, Diese Zs. Bd. 92, S. 212 (1914). 
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sein von Carnosin und Carnitin in der Leber’), in der Niere?) 
and im Blute3) festgestellt wurde. 


Auf Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitschs Veranlassung hin 
habe ich eine chemische Untersuchung des wiBrigen Milz- 
extraktes unternommen, hauptsichlich um die Frage nach dem 
Vorkommen dieser drei in biologischer Hinsicht interessanten 
Basen: Carnosin, Carnitin und Methylguanidin zu entscheiden. 
Meine Untersuchungen sind unter der Leitung des Herrn Prof. 
DriW1. Gulewitsch ausgefiihrt und ich halte es fir eine an- 
senehme Pflicht, meinem geehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. 
Wl. Gulewitsch fiir seine schitzbaren Ratschlage und seine 
pestindige Bereitwilligkeit mir zu Hilfe zu kommen, meinen 
aufrichtigen und tiefen Dank auszusprechen. 


Mir ist es gelungen, in der frischen normalen Milz des 
Qchsen und des Pferdes die Gegenwart des Tryptophans an 
den Tag zu legen, deren Menge ich in der frischen Milzpulpe 
des Pferdes gleich 0,006°/, bestimmte. AuBSerdem konnte ich 
das Nichtvorhandensein des Carnosins, Carnitins und Methyl- 
suanidins in der Milzpulpe feststellen. 


Experimenteller Teil. 
Il. 


Um die Stickstofiverteilung in verschiedenen Fraktionen 
des Extraktes zu bestimmen, wurden 3 Portionen der aus der 
Milz von frisch vorher getéteten Ochsen erhaltenen Pulpe ver- 
arbeitet. Die Verarbeitung aller Portionen wurde nach der im 
Laboratorium des Herrn Prof. Dr. W1. Gulewitsch angewandten 
Methode ausgefiihrt. 


Bei der ersten Portion wurde die Behandlung bis zum 
Stadium des Phosphorwolframniederschlages gebracht. Die Ex- 


1) J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 80, S. 218 (1912). 

*) K. Bebeschin, Diese Zs. Bd. 72, S. 380 (1911). 

*) Eine noch nicht verdéffentlichte Untersuchung von J. Torssnew. 
Fir die Erlaubnis, diese Ergebnisse seiner Arbeit hier anfiihren zu diirfen, 
bin ich Herrn Dr. J. Torssnew zu bestem Danke verflichtet, 
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traktion wurde in diesem Falle im Laufe von 30—40 Minuten 
auf dem Wasserbade bei der Temperatur des Extraktes yon 
80—90° ausgefiihrt. Die EiweiBkérper wurden durch Siedey 
unter Zufiigen von Mononatriumphosphat entfernt. Um den 
Phosphorwolframniederschlag zu erhalten, fiigte man soviel 
Phosphorwolframsiure zu, daB eine 1°/,ige Lésung derselben 
weder sogleich, noch nach einigen Minuten eine Triibung ver- 
ursachte und eine 25°/,ige Lésung nach kurzer Zeit nur mehr 
eine schwache Triibung gab. 

Bei der zweiten Portion wurde die Verarbeitung bis zum 
Stadium des ersten Silberbarytniederschlages gebracht. Die 
Art der Extraktion und der Fallung durch die Phosphorwolfram- 
siure blieb dieselbe wie im Falle der ersten Portion; der 
Unterschied bestand nur in der Entfernung der KiweiSkérper: 
im betreffenden Falle war die Fliissigkeit bis zum Sieden er- 
warmt und dann eine gewisse Menge der Phosphorsaure bis 
zur schwach sauren Reaktion zugesetzt. Der erste Silber- und 
der Silberbarytniederschlag wurden auf gewodhnliche Weise er- 
halten. 

Bei der dritten Portion wurde die Verarbeitung bis zum 
Stadium des Wismutjodidniederschlages gebracht. Die Art der 
Behandlung war dieselbe wie bei der zweiten Portion; der 
Unterschied bestand nur in der Fallung mit Phosphorwolfram- 
siurelésung. Es wurde so viel Reagens zugesetzt, dab 1°/, ige 
Phosphorwolframsiurelésung nur mehr eine Triitbung hervor- 
rief, wahrend ein Niederschlag erst nach einem lingeren Stehen 
entstand und die 25°/,ige Lésung derselben Saure sogleich 
einen reichlichen Niederschlag gab. Die weitere Verarbeitung 
war die gewéhnliche. : 

Die Beschreibung der Arten der Stickstoffbestimmung, 
die Zahlenangaben, wie auch die Behandlungsmethode des Ex- 
traktes usw., die mit méglichster Ausfithrlichkeit vollbracht wurden, 
werden hier nicht angegeben. 

Die Ergebnisse der Stickstoffbestimmung in den verschie- 
denen Niederschligen und Filtraten bei der Behandlung des 
Extraktes aus der Milzpulpe sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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uf 100 ¢ der frischen! 
;Milzpulpe N in g 
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Auf 100 g im Phosphorwolframniederschlag 
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Aus der angefiihrten Tafel ersieht man: 1. daB bei der 
zegebenen Bereitung der Extrakte aus der Milz der Stickstoff- 
zehalt in denselben ein bestiindiger ist; 2. daB der Stickstoff- 
gehalt der durch Phosphorwolframsiure fillbaren Kérper stark 
variieren kann, dab aber 3. die ersten Silberbarytniederschlige 
eine Bestindigkeit im Stickstoffgehalt aufweisen. 

Zur Vergleichung und Orientierung fiihrte ich noch eine 
f'afel an, nach Angaben anderer Autoren zusammengestellt, 
die mit den Extraktivstoffen anderer Organe und Gewebe ge- 
arbeitet habeu. 





ee 





N i. Wismut- 


N i. 2. Silber- 
niederschlag 


N i. Wismut- 


N im PW- 


Gesamt- 


menge des N 
N i. 1. Silber- 
niederschlag 
N i. 1. Silber 
barytndschl. 
N i. 2. Silber- 
barytndschl. 
jodidndschi. 
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Aus der Tatel I und deren Vergleich mit der Tafel IL ist 
ersichtlich, daB der extraktive Stickstoff, der sich im Phosphor- 
wolframniederschlag befindet, sich zwischen den einzelnen 
Kraktionen auf solche Weise verteilt, da& dem ersten Silber- 
varytniederschlag eine viel gréBere Stickstoffmenge zukommt 
als jedem der iibrigen Niederschlige, wahrend der daraut- 
folgende Teil dem zweiten Silberbarytniederschlag zukommt. 
Aus diesem Grunde wurde bei der weiteren Behandlung gerade 
diesen zwei Niederschiagen die gréBte Aufmerksamkeit zu- 
vewandt. 
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Tafel I. 
ier ~ Y a | ® 7 + ce “i 
= | B is | & < | 
Auf 100 g oder cem des = = | 8g | ss ae 
e CC 2 = a ie 
frischen Objektes kommt a 2 2 | a & “ae Kalbs 
aia oa 2 . 4 oS n o 3 muskeln 
Extraktivstickstoff im g 53 a |O"| #2 108] 
: 1 2 | | Oo | | 
Extrakt vor der Fillung mit. | | | 
essigsaurem Blei 0,367) | 0,022 | 0,214 | — — | = oe 
Extrakt nach der Fillung mit | | | | 
essigsaurem Blei ; o— — |0,161 | 0,187 | 0,43 | 0,42 | 0,38 
er 
schlag .|0,06 | 0,0041]0,0272) -—- | 0,26 | 0,19 | 0,22 | ¢ 
Filtrat vy. PW-Niederschlag 0,28 | 0,0075] 0,0727, — | 0,062) — | 0,10 
1. Silberniederschlag . | 0,003 0,0003) 0,0067 — —-)- 
1. Silberbarytniederschlag . | 0,03 0,0012) 0,0046' — 0,12 | 0,069) 0,065 
Filtrat vom 1, Silberbaryt- | 
niederschlag ‘ . | 0,012 0,0021| 0,0078} — 0,09 | 0,094 | 0,086 
2. Silberniederschlag . .|0,0003) — | — - -- a a 
2. Silberbarytniederschlag ./0,005 | — {0,0005) — —§ 6,05 | 0,062) 0,044 
Filtrat vom 2. ceil | 
niederschlag .| 0,003 | — |0,0067) — 0,03 | 0,012! 0,037 
Wiehe: . | 0,0002} — -— — - -- — 
Filtrat vom Wismutjodid- 
niederschlag .} 0,003 | — _ ~ — i ene 
LV. 


18 Ochsenmilzen wurden sorgfaltig vom Fett, dem Binde- 
gewebe, der Kapsel und den Trabekeln gereinigt; die Pulpe 
wurde durch die Fleischhackmaschine zerkleinert, gewogen 
(die Menge betrug 11740 g) und in einer Nickelschale dreimal 
(jedesmal wihrend 1—1’/, Stunde) mit destilliertem Wasser 
auf dem Wasserbade extrahiert, wobei die Temperatur des 
Extraktes 80—90° war. Die kolierten vereinigten Extrakte 
wurden bis zum Sieden erhitzt und mit Phosphorsiure schwach 
angesiuert. Die gut koagulierten KiweiBstoffe wurden durch 





1) Mitgeteilt mit der liebenswiirdigen Erlaubnis des Verfassers, 
Dr. J. Torssnew. 

2) Die EiweiBstoffe in den Extrakten der Milz und des Blutes 
wurden durch das Kochen unter Zusatz von Phosphorsiure entfernt. 











Muskeln 





Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstofte der Milz. 115 


Filtrieren entiernt, das erhaltene Filtrat auf dem Wasserbade 
| eingeengt und mit Phosphorwolframsiure solange gefillt, bis 


eine 1°/,ige Liésung derselben sogleich keine Fallung mehr 
bewirkte, und ein Niederschlag erst nach einiger Zeit entstand. 

Dieser erste voluminése PW-Niederschlag wurde abfiltriert 
und sorgfailtig mit Wasser ausgewaschen und zweimal mit 


| Barythydrat verrieben. Der Niederschlag wurde abfiltriert 


und mit Wasser sorgfaltig ausgewaschen. Das Filtrat samt 
Do 


/ dem Waschwasser wurde mit Schwefelsiure, dann mit einem 
| Kohlensiiurestrom behandelt; die Fliissigkeit samt dem Nieder- 


schlag bis zum Sieden erhitzt, der Niederschlag abfiltriert und 


— ausgewaschen. Das Filtrat wurde mit Salpetersaure neutralisiert, 
bis auf ein geringes Volumen eingeengt und mit Silbernitrat 
' gefillt, wovon man solange zusetzte, bis eine 1°/,ige Lésung 
' keine starke Triibung mehr verursachte. Der auf diese Weise 
' erhaltene erste Silberniederschlag wurde abfiltriert und mit 
' Wasser ausgewaschen; weiter wurde er nicht untersucht. 


Das Filtrat vom ersten Silberniederschlag, welches sauer 


reagierte, wurde mit Silbernitrat und Barythydrat auf die 
- iibliche Weise gefallt. Nach sorgfaltigem Auswaschen wurde 
der Niederschlag in Wasser suspendiert und mit Schwefel- 


wasserstoff zersetzt. Das Silbersulfid wurde abgesaugt und 


ausgewaschen, das alkalisch reagierende Filtrat mit Salpeter- 
_ siure neutralisiert, auf dem Wasserbade bis zur Sirupdicke 
_ eingeengt und stehen gelassen. Der Sirup erwies sich links- 
' drehend. Nach sechs Monaten hatte sich der Sirup in eine 
' trockene Masse verwandelt, zeigte aber nicht die geringste 


Neigung zur Krystallisation. Die Linksdrehung lie8 auf den 


_ Gedanken kommen, daf in gegebenem Falle entweder kein 
| Carnosin, oder daneben noch eine linksdrehende Substanz 
- vorhanden war, die dessen Ausscheidung in reiner Form ver- 
| hinderte. 


¥. 


15 Ochsenmilzen wurden wie gewoéhnlich gereinigt. Der 
durch die Fleischhackmaschine durchgelassene Brei wog 9242 g. 


| Das Extrahieren erfolete auf dem Wasserbade so, dab die 
re 
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Temperatur der Masse in der Mitte des Kessels 55° und ap 
den Wanden 75° betrug. Die Flissigkeit wurde hiaufig gerihr, 
Die Dauer des Extrahierens betrug jedesmal 1—11?/, Stunden, 
es wurden im ganzen drei Extrakte bereitet. Nach der drittey 
Extraktion wurde die Pulpe unter der Presse ausgedriickt, 
Die vereinigten Extrakte wurden an demselben Tage bis zun 
Sieden erhitzt, darauf zur vollstindigen Fallung der Hiweig. 
stoffe mit Phosphorsiure versetzt. Nach der Abkithlung wurde 
die Fliissigkeit filtriert und bis auf 4—5 Liter eingeengt; der 
Niederschlag abgepreBt und ausgewaschen. 

Die eingeengte Fliissigkeit wurde mit Phosphorwolfram. 
siure solange gefallt, bis eine 1°/,ige Losung derselben nw 
noch eine T'riibung bewirkte. Nach 1 Woche wurde der Nieder- 
schlag zuerst dekantiert, dann abfiltriert. Dieser erste Phosphor. 
wolframniederschlag wurde ausgewaschen und mit Barythydrat 
zersetzt. Die Fliissigkeit samt dem Niederschlag wurde nach 
dem Siattigen mit Kohlensiure bis zum Sieden erhitzt und 
der Niederschlag abfiltiert. Das mit Salpetersiure neutralisierte 
Wiltrat wurde auf die oben beschriebene Weise mit Silbernitrat 
und dann mit Silbernitrat und Barythydrat behandelt. 

Die nach dem Zerlegen des ersten Silberbarytniederschlags 
erhaltene Fliissigkeit hatte eine deutliche, aber nicht. starke 
alkalische Reaktion und drehte nach links. Sie wurde bis 
zur Sirupdicke eingedampft. Nach langerem Stehen_ ver- 
wandelte sich der Sirup in eine harte, bréckelige Masse, 
krystallisierte aber nicht. Die weitere Behandlung wurde z1- 
sammen mit dem entsprechenden Niederschlag der vierten 
Portion ausgefiihrt. 

Aus dem Filtrat vom ersten Silberbarytniederschlag wurde 
das Silber entfernt und die nach links drehende Fliissigkeit 
bis zur Sirupdicke eingeengt. Fiir die weitere Untersuchung 
wurde der Sirup mit den anderen entsprechenden Sirupen 
vereinigt. 

Zum Filtrat vom ersten Phosphorwolframniederschlag 
wurde eine neue Menge Phosphorwolframsiure solange 20- 
gesetzt, bis eine 1°/,ige Lésung derselben keine Triibung 


mehr hervorbrachte, wihrend eine 5°/, ige Liésung augenblick- : 
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| jjch eine Triibung und sogar einen sehr kleinen Niederschlag 
eyzeugte. Dabei fiel ein kleienihnlicher, sich schlecht ab- 
' setzender Niederschlag aus, dessen Menge im Vergleich mit 
' dem ersten Phosphorwolframniederschlag viel geringer war — 
' der zweite Phosphorwolframniederschlag, der auf dieselbe Weise 
| wie der erste PW-Niederschlag behandelt wurde. 


Die nach dem Zerlegen des daraus erzeugten Silberbaryt- 


; niederschlags erhaltene Fliissigkeit wurde eingeengt. Beim 
' Stehen erstarrte der Sirup zu einer harten bréckeligen Masse 


ohne irgend eine Neigung zur Krystallisation zu zeigen. 

Zum Filtrat vom zweiten PW-Niederschlag wurde Schwetel- 
sure solange hinzugesetzt, bis sie sogleich nach dem Ver- 
mischen nur eine Triibung, beim Stehen aber einen gelblich- 
braunen Niederschlag erzeugte. Zur vollstandigen Fallung war 
soviel Schwefelsiiure nétig, daB deren Quantitiit in der Fliissig- 
keit etwa 1 Volumprozent ausmachte. Da unter diesen Be- 
dingungen eine 5°/,ige Phosphorwolframsiure einen Nieder- 
schlag bewirkte, so wurde auch dieselbe in einer zur voll- 
stindigen Fallung nétigen Menge hinzugefiigt. Der erhaltene 
dritte PW-Niederschlag wurde auf dieselbe Weise wie der 
erste PW-Niederschlag behandelt. Nach dem Zerlegen des 
daraus erzeugten Silberbarytniederschlags wurde ebenfalls eine 
Flissigkeit erhalten, welche keine Neigung zur Krystallisation 
zeigte und linksdrehend war. 

Das Filtrat vom ersten Phosphorwolframniederschlag wurde 
zur Untersuchung von Aminosiauren benutzt; siehe dariiber das 
Kapitel ,,Aminosiuren“. 

Die aus den verschiedenen Silberbarytniederschligen er- 
haltenen linksdrehenden Sirupe, welche beim Stehen glasartig 
trockneten (das Gewicht des trocknen, zu Pulver verriebenen 
Riickstandes betrug 40 g), wurden vereinigt und eier weiteren 
Verarbeitung unterworfen, um die Frage zu entscheiden, ob sie 
Carnosin enthielten. 

Aus Mangel an Raum wird in diesem Aufsatz die Be- 
schreibung der auBergewéhnlich miihsamen, sich mebrere ‘Mal 
wiederholenden Verarbeitung der erhaltenen Sirupe weggelassen. 
Jedoch zur Orientierung in dem Gang der Verarbeitung des 
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1. Silberbarytniederschlags stelle ich hier schematisch die ay ' 
einander folgenden Stadien derselben zusammen. 


1. Silberbarytniederschlag. 


Alle erwihnten, aus den verschiedenen Phosphorwolfray. 
niederschligen erhaltenen Niederschliige wurden vereinigt, jy 
5°/,iger Schwetelsiure aufgelést und mit einer Lésung von & 
Quecksilberoxydsulfat in 5°/,iger Schwefelsiure gefallt. Kin & 
Niederschlag wurde nicht erhalten, es entstand bloB eine Triibung 
Nach dem Zusatz von absolutem Alkohol fiel der Nieder. 
schlag A aus (siehe nebenstehende Zusammenstellung): 

Somit gelang es trotz mannigtacher, zahlreicher und hart. 
nickiger Versuche nicht, aus dem ersten Silberbarytniederschle: 
das Carnosin zu erhalten; deshalb darf man mit einem gewissen 
Grad von Sicherheit behaupten, daB das Carnosin im ersten 
Silberbarytniederschlag nicht vorhanden ist. Zugleich wurde 4 





Der! 


° ° ; ai : B Nac 
aber die Gegenwart einer bedeutenden Quantitaét einer stark J uit! 
nach links drehenden Verbindung festgestelit. a wt 


Das Filtrat vom ersten Silberbarytniederschlag, welches J stot 
ebenfalls nach links drehte, wurde sogleich mit Schwefelsiiur & 
beinahe neutralisiert, und mit Magnesia behufs der Austreibung 
vom Ammoniak zur Trockne abgedampft. Auf dieselbe Weise 
wurde auch das Filtrat vom ersten Silberbarytniederschlag aus J Da 
der vierten Portion verarbeitet. Die Riickstiinde wurden mit 
Wasser extrahiert, abfiltriert, ausgewaschen, das Filtrat uni & 
das Waschwasser sogleich mit Salpetersiure neutralisiert. q 7 

Zur gesamten Fliissigkeit wurde eine 30°/, ige Silbernitrat- 
lésung so lange hinzugefiigt, bis sich kein Niederschlag mehr 
bildete. Dieser zweite, sehr geringe Silberniederschlag wurde 
abgesaugt, ausgewaschen und nicht weiter untersucht. 

Das Filtrat von diesem Niederschlag wurde auf die iiblich: 
Weise mit Silbernitrat und Barythydrat gefallt. Die au & 
diesem zweiten Silberbarytniederschlag resultierende, stark F )) 
alkalisch reagierende Flissigkeit wurde mit Salpetersiure nev F ~ 
tralisiert und bis zur Sirupdicke eingeengt. Beim langeren F ; 
Stehen war im braunen Sirup kein Anzeichen einer Krystall- F “ 
sation zn gewahren. Er wurde mit Wasser stark verdiinnt | ni 
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und bis zur Sirupdicke eingeengt. Es wurden 
keine Krystalle erhalten. 
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und mit einer 10°/, igen Quecksilberoxydsulfatlésung in 5°, ige: 
Schwefelsiure genau gefallt. Das Methylguanidin gibt mi: 
diesem Reagenten keine Fallung.') Der entstandene spirlich: 
Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat mit einem Schweiel- 
wasserstoffstrom behandelt, das Quecksilbersulfid abfiltriert, dix 
Schwefelsiure quantitativ mit Barythydrat entfernt. Das aj. 
kalisch reagierende Filtrat wurde mit Salpetersiure neutralisiert 
und bis zur Sirupdicke eingeengt; auch bei einem lingerey 
Stehen krystallisierte der Sirup nicht. Zum Sirup wurde eine 
heiBe, gesittigte, wiBrige Pikrinsiurelésung so lange hinzugefiigt, 
bis sich kein Niederschlag mehr bildete. Dabei schied sich 
sogleich ein brauner Sirup aus, der auch nach einer Woche 
keine Neigung zur Krystallisation zeigte. Auch nach dem 
Auflésen in heiBem Wasser schied sich beim Erkalten wiederum 
ein Sirup aus. Das Filtrat vom Pikrinsiiureniederschlag kry- 
stallisierte nach sehr langem Stehen ebenfalls nicht. 

Somit gab die Untersuchung des zweiten Silberbarytnieder- 
schlags auf die Gegenwart von Methylguanidin ein negative: 
Resultat. 

Das Filtrat vom zweiten Silberbarytniederschlag wurde 
mit Kohlensiure und Schwefelwasserstoff behandelt, das neue 
Filtrat mit Salpetersiure neutralisiert und zur ‘Trockne ab- 
gedampft. Der Riickstand wurde 5—6mal mit kochendem 
Alkohol ausgezogen, die alkoholische Liésung abgedampft und 
der Riickstand mehrere Male mit Alkohol ausgekocht. Durci 
das mehrmals wiederholte Abdampfen der Lésung und Aus- 
ziehen des Riickstandes mit. Alkohol (zum letzten Male mit 
absolutem Alkohol) wurden die Mineralsalze méglichst ab- 
getrennt. Der alkoholischen Lésung wurde eine alkoholische 
Sublimatlésung so lange zugesetzt, bis kein Niederschlag meh: 
ausfiel. Die alkoholische Flissigkeit wurde nach einem lingeren 
Stehen abgegossen, der Niederschlag mit Alkohol abgespiilt 
und mit kochendem Wasser ausgezogen. Beim Abkiihlen der 
filtrierten Lésung fiel ein unbedeutender amorpher Niederschlag 
aus. Das Filtrat davon wurde eingeengt; beim Stehen der 





'. S$. Demianowski, Diese Zs. Bd. 80, S. 214 (1912). 
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Lésung schieden sich nur einige kleine Krystalle, deren 
Menge so gering war, daB sie nicht weiter untersucht werden 
konnoten. 

Der beim Extrahieren mit Alkohol ungelést gebliebene 
Teil des Riickstandes (s. oben) wurde in méglichst wenig Wasser 
aufgelést, die ungelést gebliebenen Mineralsalze abfiltriert und 
die Fliissigkeit mit 28°/, iger Phosphorwolframsiurelésung so 
lange versetzt, bis eine 1°/,ige Lisung derselben nur eine 
Tribung, aber keinen sogleich ausfallenden Niederschlag be- 
wirkte. Es fiel ein reichlicher Niederschlag aus, der auf die 
ibliche Weise mit Barythydrat behandelt wurde. Die schlieBlich 
erhaltene Fliissigkeit reagierte scharf alkalisch, und es gelang 
sogar nach einer sehr lange andauernden Durchleitung der 
Kohlensiture nicht, die neutrale Reaktion zu erhalten. 

Bei alkalischer Reaktion wurde diese Fliissigkeit aut dem 
Wasserbade eingeengt; die erhaltenen Salze wurden abfiltriert 
und das Filtrat im Vakuumexsiccator bis zur Sirupdicke ein- 
geengt. Der nach Trimethylamin riechende Sirup wurde mit 
kaltem 95°/, igen Athylalkohol behandelt. 

Der im Alkohol ungelést gebliebene Rest wurde in moéglichst 
wenig Wasser aufgelést und die Lésung mit dem Krautschen 
Reagenten genau ausgefillt. Der entstandene, sehr spirliche 
Niederschlag wurde abgesaugt, ausgewaschen und durch das 
Verreiben mit frisch gefilltem Bleioxydhydrat zersetzt; die 
filtrierte Lésung wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit und 
das neue, fast neutral reagierende Filtrat auf dem Wasserbade 
zur Trockne eingedampft. Die beim Abdampfen entstandene 
schwach alkalische Reaktion wurde mit Salzsiure neutralisiert. 
Der erhaltene, sehr geringe Riickstand wurde mit heiBem Al- 
kohol ausgezogen und das Filtrat mit einer kalt gesittigten 
alkoholischen Sublimatlésung versetzt. Der entstandene, sehr 
sparliche Niederschlag wurde mit kochendem Wasser ausgezogen, 
wobei nur eine geringe Menge des Niederschlags in die Lésung 
iiberging. Nach dem Abfiltrieren des ungelést gebliebenen 
feils und dem Abdampfen des Filtrats wurde eine sehr kleine 
Menge eines dligen Sirups erhalten, aus dem sich auch nach 
mehreren Monaten keine Krystalle ausschieden. 
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Somit wurde in diesem Niederschlag kein Carnitin au. 
getunden. 

Die alkoholischen Extrakte aus dem Sirup, der aus dey, 
Phosphorwolframniederschlag erhalten war, wurden im Vakuum. 
exsiccator zur Trockne abgedampft, der Riickstand mit eine 
kleinen Menge 95°/, igen Alkohol ausgezogen und die Lisung 
mit einer gesittigten alkoholischen Sublimatlésung versetzt, his 
sich kein Niederschlag mehr bildete. Es fiel ein flockiger, 
klebriger Niederschlag aus, der nach 6 Tagen abfiltriert, mit 
Alkohol ausgewaschen und mehrmals auf dem Wasserbad mit 
heiBem Wasser ausgezogen wurde. Die Fliissigkeit wurde daun 
abgegossen und bis zur Sirupdicke eingeengt. Danach schieden 
sich auf dem Boden des Krystallisators ein paar Dutzeui 
kleiner Krystalle aus, deren geringe Menge keine weitere Unter- 
suchung gestattete. 

Somit konnte aus dem zweiten Silberbarytniederschlag 
kein Carnitin ausgeschieden werden. 

Aus dem Dargelegten folgt daher, daB es trotz 
einer sorgfaltigen Untersuchung des Phosphorwolfran- 
niederschlags nicht gelungen ist, unter den Extraktiv. 
stoffen der Milzen von frisch geschlachteten Ochse: 
das Vorhandensein folgender organischer Basen: 
Carnosin, Methylguanidin und Carnitin darzutun. Hs 
wurde aber die Gegenwart einer stark linksdrehende: 
organischen Verbindung festgestellt, deren Unter- 
suchung noch ausbleibt. 


If. Die Aminosauren. 


Bei der Untersuchung des Filtrats vom Phosphorwolfram- 
niederschlag wihrend der Behandlung der finften Portion 
(145 Ochsenmilzen) erhielt ich mit Quecksilberoxydsulfat einen 
Niederschlag, in welchem es mir gelang, die Gegenwart des 
Tryptophans darzutun, welches meines Wissens als _prifor- 
mierter Bestandteil normaler tierischer Organe noch nicht aut: 
gefunden worden war. Als Spaltungsprodukt von den Eiweib- 


stoffen verschiedener Organe war das Tryptophan schon vor 
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verhiltnismabig langer Zeit erhalten, z. B. von Cathcart’) 
unter den Produkten der KiweiBzersetzung in der Milz, von 
Dakin?) unter den Produkten der Zersetzung der HiweiBstoffe 
des Nierengewebes, von Fasall*) in der Leber und anderen 
Organen. Von Abderhalden‘ wurde die Gegenwart von 
Tryptophan im normalen Blut von Tieren gezeigt. 

Vorliegende Arbeit wurde von mir schon liingst (1913) be- 
gonnen und beendet, doch konnte sie infolge der AduBeren 
Umstiinde bis jetzt nicht verdffentlicht werden. 


15 Milzen von frisch geschlachteten gesunden Ochsen wurden 
von den Kapseln und den Trabekeln befreit, und die Milz- 
pulpe sorgfiltig ausgepreBt, der Brei, der 9242 g wog, sogleich 
mit kochendem Wasser iibergossen und mit Wasser auf dem 
Wasserbade dreimal extrahiert, wobei die Temperatur in der 
Mitte der Mischung 55° und an den Winden des Kessels 75° 
betrug. Das Extrahieren dauerte 1—1'/, Stunden. Nach 
der dritten Extraktion wurde die Milzpulpe ausgepreBt. An 
jJemselben Tage wurden alle Extrakte bis zum Sieden unter 
Zusatz der Phosphorsiure erhitzt. Das Filtrat wurde bis auf 
4—5 Liter eingeengt, der Rest mit der Presse ausgedriickt und 
ausgewaschen. Das Filtrat enthielt nur Spuren von Eiweib- 
stoffen. 

Zu der ganzen bis zu einem kleinen Volumen eingeengten 
Flissigkeit wurde eine Phosphorwolframsaurelésung (1:1) zu- 
sesetzt, bis eine |°/,ige Lisung des Reagenses keine Fillung 
mehr hervorriet. 

Aus dem Filtrat vom PW-Niederschlag wurde die Phos- 
phorwolframsiure auf die tibliche Weise entfernt, das Filtrat 
vom Bariumsulfat mit Schwefelsiure, bis diese 5 Volumprozente 
desselben ausmachte, und dann mit einer 10°/,igen Queck- 
silberoxydsulfatlésung in 5°/,iger Schwefelsiiure versetzt. So- 


1) Jl. of Physiol. Bd. 32, 5. 299 (1905). 

*) Ebenda Bd. 30, S. 84 (1903). 

°) Biochem. Zs. Bd. 44, S. 392 (1912); Bd. 55, 5. 88 (1913). 
‘) Diese Zs. Bd. 88, S. 480 (1913). 
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gleich nach dem Zusatz des Reagenses begann ein spiirlicher 
flockiger gelblicher Niederschlag auszufallen, der teilweise zy 
Boden fiel, teilweise an die Oberflaiche stieg. Nach 24 Stunden 
hatte sich die Menge des Niederschlags verdoppelt, doch war 
er ebenso leicht und flockig geblieben. Er wurde abfiltrieri, 
mit 5°/,iger Schwefelsiiurelésung ausgewaschen, solange sie 
noch die Millonsche Reaktion gab, in Wasser suspendiert und 
mit Schwefelwasserstoff bei 25—30° erhitzt. Das Queck- 
silbersulfid wurde abfiltriert, und durch das Filtrat ein Luf- 
strom so lange geleitet, bis aller Schwefelwasserstoff entfernt 
war. Die im Filtrat anwesende Schwefelsiure wurde quantitatiy 
mit Barythydrat entfernt, und das neue Filtrat im Vakuum 
bei 40° und unter einem Druck von 10—12 mm eingeengt. 
Der in einer geringen Menge zuriickgebliebene diinnfliissige 
Sirup zeigte folgende fiir das Tryptophan charakteristische 
Reaktionen. Mit Bromwasser wurde eine rote bis  rdtlich- 
violette Fiirbung erhalten und beim Stehen fiel ein Nieder- 
schlag aus; nach dem Zusatz von Amylalkohol ging die 
Farbung in die alkoholische Schicht iiber. Die Reaktionen 
von Adamkiewicz und Liebermann waren positiy. Das- 
selbe Resultat ergab auch die Reaktion mit der Glyoxylsiure. 
Bei der Xanthoproteinprobe entstand eine deutliche gelbe und 
bei der Reaktion mit dem Millonschen Reagens eine rot- 
braune Fiarbung. Mit Paradimethylaminobenzaldehyd uni 
starker Salzsiiure wurde eine schéne rotbraune Farbe erhalten, 
die nach einiger Zeit in eine dunkelviolette iiberging; beim 
Zusatz einer groBen Menge konzentrierter Schwefelsiiure ent- 
stand eine schmutziggriine Farbung. 

Somit gelang es, in den normalen Milzen der trisci 
geschlachteten Ochsen das Vorhandensein von 'I'ryptophan 
qualitativ darzutun. Danach stellte ich mir die Aufgabe, diese 
Substanz, um sie zu identifizieren, rein darzustellen, wozu eine 
zweite Portion von Ochsenmilzen verwendet wurde. 


Il. 


Zehn frischgeschlachteten 'Tieren enthommene Ochsenmilzen 
wurden auf dieselbe Weise wie die ersten 15 Milzen behandelt. 
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Iie 20 Liter betragenden Extrakte wurden ohne vorheriges 
Abdampfen, nach dem Zusatz von Schwefelsiure bis zu 5°/, 
des ganzen Volumens, mit einer 10°/, igen Quecksilberoxyd- 
sulfatlésung in 5°/,iger Schwefelsiure genau ausgefallt. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert, sorgfiltig mit 
5°/,iger Schwefelsiure bis zur negativen Probe mit dem 
Millonschen Reagens auscewaschen, in Wasser suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt: zuerst in der Kilte, zum 
zweiten und dritten Male unter EKrwairmung. Alle Fliissig- 
keiten wurden zusammengegossen, mit Schwefelsiure angesduert 
und mit Quecksilberoxydsulfat nochmals gefallt. Sogleich ent- 
stand ein braunlichgelber Niederschlag, der nach 24 Stunden 
abfiltriert und ausgewaschen wurde; das Filtrat samt dem 
Waschwasser wurde mit einer neuen Menge des Reagens 
vollstindig ausgefallt. 

Um an die Lésung der Frage nach der méglichen Zu- 
sammensetzung des ausfallenden Niederschlags bei der fraktio- 
nierten Fallung mit dem Hopkinsschen Reagens _heran- 
zukommen, priifte ich das Verhalten einiger Substanzen zu 
diesem Reagens und zwar der folgenden: Arginin, Carnosin, 
Tyrosin, Tryptophan und Cystin. Alle genannten Substanzen 
wurden in einer modglichst geringen Menge einer dem Volumen 
aach 5°/,igen Schwefelséure aufgelést und mit einer 10°/,igen 
Quecksilberoxydsulfatlésung in 5°/,iger Schwefelsiure gefallt. 

Arginin. Es fallt ein flockiger, sich vollstindig, doch 
langsam absetzender Niederschlag aus, der sich weder in 
)°/jiger noch in 20°/,iger Schwefelsiure lost. 

Carnosin wird ziemlich gut gefallt, aber besser wenn es 
in Wasser als in 5°/,iger Schwefelsiure gelést ist, da in einem 
UberschuB der letzteren der schon erhaltene Niederschlag sich 
bei 10 Minuten langem Stehen list und einen spirlichen gelben 
Niederschlag ausscheidet. In 20°/, iger Schwefelsiure lést sich 
jer anfingliche Carnosinniederschlag beim Stehen vollstindig; 
aus emer solchen Lésung fillt er sogar bei starker Ver- 
diimnung nicht aus. 

Tyrosin. Nach dem Zusatz des Reagenses bleibt die 
Fliissigkeit anfinglich ganz klar, nach 10—30 Minuten aber 
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fallt ein weiBer krystallinischer Niederschiag aus, der sich in 
5°/,iger Schwefelséure nicht lést; ein Uberschu8 derselben be- 
wirkt eine bessere Ausscheidung des Niederschlags und verleihi 
ihm ein schones krystallinisches Aussehen. Dieser Niederschlag 
haftet fest an den Wanden des Probierréhrchens an. In 20°/, iger 
Schwefelséure lést er sich in 2—-3 Minuten vollstindig auf. 

Tryptophan. Das Reagens erzeugt sogleich nach dem 
Zusatz eimen sehr voluminésen, schénen, griinlichgelben 
lockeren Niederschlag, der sich weder in 5°/,iger noch in 
20°/,iger Schwefelsiiure lést. 

Cystin. Sogleich nach dem Zusatz des Reagens fallen 
groBe Flocken aus, die sich rasch an den Boden des Probier- 
roéhrchens absetzen; auBerdem steigt eine gleichmiBige, sich 
sehr langsam absetzende Triibung auf. In 5°/,iger Schwefel- 
siure list sich der Niederschlag nicht, desgleichen in 20°/, iger: 
doch werden die Flocken kleiner, und der Niederschlag be. 
kommt ein pulverférmiges Aussehen. 

Nach diesen vorlaufigen Proben der verschiedenen Ver- 
bindungen auf ihre Fillbarkeit mittels des Hopkinsschen 
Reagens wurden die bei der fraktionierten Fallung erhaltenen 
Niederschlige vereinigt, nach 24 Stunden abfiltriert, sorgfaltig 
ausgewaschen, in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstofi 
zersetzt. Die entstandene kolloidale Lésung, die nicht filtriert 
werden konnte, wurde mit Bariumcarbonat versetzt, mit Kohlen- 
siure gesittigt, bis der Geruch nach Schwefelwasserstoff schwand. 
Der aus Quecksilbersulfid, Bariumsulfat und Bariumcarbonat 
bestehende Niederschlag wurde abfiltriert und mit Wasser gut 
ausgewaschen. Das Filtrat samt den Waschwissern, welches 
deutlich alkalisch reagierte, wurde bei 40° und einem Druck 
von 10—12 mm eingeengt. Als die Destillation dem Ende 
nahe war, fiel im Kolben ein spirlicher Niederschlag aus. 

Der erhaltene, abfiltrierte, mit Wasser gewaschene und an 
der Luft getrocknete Niederschlag N1 wog 1g. Er bestand aus 
organischen Substanzen mit einer kleinen Beimischung von 
anorganischen Verbindungen. 

Nach der Entfernung des Niederschlags N1 wurde die 
Mutterlauge im Vakuum bis zur Trockne abgedampft und der 
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: Rickstand mit 50°/,igem siedendem Alkohol ausgezogen, bis 
| das Extrakt mit Glyoxylsiure keine Reaktion auf Tryptophan 
q mehr gab. 


Die erhaltenen alkoholischen Extrakte wurden durch 


: einen HeiBwassertrichter filtriert. Nach einiger Zeit begann 


; im Filtrat ein Niederschlag (N 2) auszufallen. Nach dem 


Trocknen an der Luft betrug dessen Gewicht 0,5 g. Der 


| Niederschlag wurde abfiltriert und gewaschen. 


Das Filtrat von N2 samt den Waschwissern wurde im 


; Vakuum zur Trockne abgedampft. Das Destillat in der Vorlage 


aS 
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war, wie auch das vorhergehende, gelblich-griin und zeigte keine 
; Reaktion auf Tryptophan. Der im Destillationskolben erhaltene 


| Riickstand wurde mit siedendem Extrakte durch einen Heib- 


' wassertrichter filtriert. Beim Stehen wurden am nichsten Tage 
| 0,39 g Substanz erhalten: der Niederschlag N 3. 


Diese drei Niederschlage enthielten das Tryptophan nur 


4 als eine Beimengung, denn die Hauptsubstanz war kein Trypto- 
phan. Dieselben enthielten auch Purinkérper, da die Reak- 
- tionen auf Xanthin und die Murexidprobe ein positives Resultat 


| zeigten. 


Ehe der Niederschlag N .3 erhalten wurde, fiel eine sehr 


' geringe Quantitiit eines Ols aus, von dem die Fliissigkeit abge- 
-gossen wurde; nach 24 Stunden war das Oi zu einer diinnen 


Kruste erstarrt, deren Hauptanteil nicht aus Tryptophan bestand. 

Aus dem Filtrat vom Niederschlag N 3 samt der Wasch- 
fliissigkeit wurde der Weingeist abgedampft und aus der waBrigen 
Lisung durch Schwefelsiure eine geringe Menge Barium ent- 
fernt, welche nach der Behandlung mit Kohlensiure in der 
Lisung geblieben war. Das Filtrat wurde samt den Wasch- 
wissern bei 40° und 10—12 mm abgedampft. Das Destillat 
war gelblich-griin; die Reaktion auf Tryptophan mit Brom- 


_wasser fiel negativ aus. Der Riickstand wurde mit 50°/,igem 
| siedendem Alkohol extrahiert und die Extrakte durch einen 
 Hei®wassertrichter filtriert. Am nichsten Tage fiel im Filtrat 


ein sehr spirlicher lockerer briunlicher Niederschlag aus (N 4). 
Kr wurde abfiltriert und ausgewaschen, das Filtrat samt der 
Waschfliissigkeit im Vakuumexsiccator abgedampft. In der 


128 S. Demianowski, 


Flissigkeit fiel aufs neue ein spirlicher Niederschlag (N 5) vo 
Aussehen des Niederschlags N 4 aus. Daher wurde er nag) 
dem Auswaschen mit dem N 4 vereinigt, mit kaltem Wasser 
gewaschen und getrocknet. Der auf diese Weise vermehrte 
Niederschlag N 4 gab die Reaktionen auf Tryptophan nur a\ 
auf eine Beimengung; der Schmelzpunkt lag bei 245—-247°. 
bei 240° briunte er sich. 

Die friiher erhaltenen drei (NN-1, 2 und 3) Niederschlige 
braiunten sich bei 240° und schmolzen beim weiteren Erhitze: 
nicht, sondern verkohlten. Diese drei Niederschlige, welche 
zusammen ungefihr 1 g wogen, wurden vereinigt und aufs neve 
mit 50°/,igem Alkohol unter Zusatz von Tierkohle extrahiert, 
Kin Teil des Niederschlags blieb dabei ganz ungelést und ax 
der Lésung fiel nach dem Abdampfen und der Abkiihlung s0 
wenig einer amorphen Substanz aus, daB sie zu einer weiterer 
Untersuchung nicht geniigte. Aus demselben Grunde konnten 
weder die Niederschliige N 4 + N5, noch das Ol einer weiteren 
Untersuchung unterzogen werden. 

Da das Filtrat vom Niederschlag N 5 eine scharfe Reaktion 
auf Tryptophan gab, so wurde der Versuch gemacht, es in 
Gestalt eines Kupfersalzes auszuscheiden. Zu diesem Zweck 
wurde die Fliissigkeit mit frischgefalltem Kupferoxyd, 1 Stunde 
lang auf dem kochenden Wasserbade erwiirmt und dann 15 Min. 
gekocht. Der erhaltene schwarzbraune Niederschlag wurde mit 
kalter 1°/,iger Salzsiure behandelt. Der in der Siure ungelist 
gebliebene amorphe, brécklige, schwarzbraune Niederschlag wurde 
abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Er wurde mit einem 
Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom Kupfersulfid 
bis zur Sirupdicke eingeengt. Der Syrup kristallisierte bein 
Stehen nicht, sondern erstarrte zu einer Kruste, deren Menge 
so gering war, daB man nicht den Versuch machen konnte, sie 
einer weiteren Untersuchung zu unterwerfen. 

Das Filtrat von dem in der 1°/,igen Salzsiure ungelist 
gebliebenen Niederschlag wurde mit Schwefelsiure bis zu 
5 Volumprozenten angesiuert und mit einer 10°/, igen Quecksilber- 
sulfatlésung in 5°/,iger Schwefelséure versetzt. Es fiel sogleicl 
ein voluminéser lockerer gelblicher Niederschlag aus, der ab- 
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fitriert, ausgewaschen und mit Schwefelwasserstofi zersetzt 
wurde. Die nach der Entfernung des Quecksilbers und des 
Kupfersulfids erhaltene Fliissigkeit gab die Reaktionen auf 
Tryptophan; dieselben Reaktionen zeigte auch das von den- 
selben Metallen befreite Filtrat von dem durch das Quecksilber 
oxydsulfat erzeugten Niederschlage. Die in beiden Fallen nach 
der entsprechenden Verarbeitung erhaltenen Trockenreste waren 
in einer zur weiteren Untersuchung zu unbedeutender Menge 
vorhanden. 

Somit gelang es auch bei der Verarbeitung der zweiten 
Portion der Milzen, nicht das Tryptophan zu isolieren, und 
konnte dessen Anwesenheit nur durch qualitative Reaktionen 
festgestellt werden. Auch nach der Methode der Fallung mit 
Quecksilberoxydsulfat gelang es nicht, aus dem Milzextrakt 
irgendwelche andere organische Substanzen aufer dem Trypto- 
phan (wie z. B. Carnosin) auszuscheiden. 


Il. 


10 Milzen von frisch geschlachteten gesunden Pferden 
wurden rasch auf die iibliche Weise von der Kapsel und den 
Trabekeln gereinigt. Die Pulpe, welche 2760 g wog, wurde 
mit kochendem Wasser iibergossen’), mit dem sie 1 Stunde 
lang auf dem Wasserbade extrahiert wurde, wobei die Tempe- 
ratur der Mischung nicht iiber 55—60° stieg. Das Extra- 
hieren mit dem auf 30—40° vorgewirmten Wasser wurde 
noch zweimal wiederholt. Nach jedem Extrahieren, welches 
1—11/, Stunden dauerte, wurde die Pulpe ausgepreft. Die 
kolierten Fliissigkeiten, die deutlich alkalisch reagierten, wurden 
zusammengegossen, mit verdiinnter Kssigsiure zu einer schwach- 
sauren, fast neutralen Reaktion gebracht und zum Sieden er- 
hitzt, wobei zur kochenden Fliissigkeit 1°/,ige Essigsiure so 
lange tropfenweise zugegeben wurde, bis ein gutes Koagulieren 
der KiweiBstoffe erzielt wurde. Der ausgefallene voluminése 


') Die vom Moment des Todes bis zum Moment, als die Pulpe 
mit kochendem Wasser iibergossen wurde, verflossene Zeit betrug un- 
gefihr 2—8 Stunden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 9 
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Niederschlag wurde heiB abfiltriert. Da das Filtrat nocl, 
Spuren von Eiweifstoffen enthielt, wurde es etwas eingeengi 
und mit dem gepulverten Ammoniumsulfat gesittigt. Der aus- 
geschiedene voluminése Niederschlag wurde abfiltriert und ge- 
waschen. Das Filtrat, welches weder EiweiBstoffe noch Albu- 
mosen enthielt und keine fiir die Peptone charakteristische 
Biuretreaktion zeigte, wurde samt den Waschwissern mit 
Schwefelsiure, bis deren Gehalt 5 Volumprozente betrug, und 
dann mit einem Uberschub 10°/, iger Quecksilberoxydsulfat- 
lésung in 5°/,iger Schwefelsiure versetzt. Der ausgefallene 
spirliche, lockere Niederschlag wurde nach 24 Stunden ab- 
filtriert und zuerst mit 5°/, iger Schwefelsiure, bis das Wasch- 
wasser nicht mehr die Millonsche Reaktion gab, dann mehr. 
mals mit Wasser ausgewaschen, in 2°/ iger Schwefelsiure 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff wiederholt zersetzt. 
Das Quecksilbersulfid wurde abfiltriert und ausgewaschen, bis 
das Waschwasser nicht mehr die Reaktion auf Tryptophan gab. 
Aus dem mit den Waschwissern vereinigten Filtrat wurde 
Schwefelwasserstoff durch Erwirmen auf dem Wasserbad ent- 
fernt, die Fliissigkeit mit Schwefelsiiure gemischt, bis deren 
Gehalt 5 Volumprozente betrug, und mit so viel Hopkins 
Reagenzien gefallt, daB bei einem weiteren Zusatz desselben 
kein Niederschlag entstand; dazu waren 40 ccm nitig. 

Der ausgefallene, briuuliche, flockige, sich rasch ab- 
setzende Niederschlag wurde nach '/, Stunde abfiltriert, aus. 
gewaschen und zum Filtrat samt den Waschwissern das ge- 
nannte Reagens zugesetzt, bis die Fliissigkeit die Reaktion 
auf Tryptophan noch zeigte. Der griinlichgelbe Niederschlag 
wurde nach 24 Stunden abfiltriert, ausgewaschen, in Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff wiederholt zersetzt. 
Auf dieselbe Weise war auch der vorhergehende Niederschlag 
behandelt worden. Obgleich die in beiden Fallen erhaltenen 
Filtrate vom Quecksilbersulfid eine deutliche Reaktion auf 
Tryptophan gaben, wurden sie getrennt behandelt. Aus dem 
mit den Waschwiissern vereinigten Viltrat wurde die Schwefel- 
siure mit Barythydrat genau entfernt, die Bariumsulfatnieder- 
schlige sorgfaltig ausgewaschen und die Filtrate samt den 
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| Bromwasser eigentiimliche Farbung verinderte. 
’ Beim Titrieren wurde folgendes bemerkt: 
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' Waschwassern auf dem Wasserbade eingeengt und im Meb- 
: kolben auf 500 ccm gebracht. 
' Die im Mefkolben befindliche Flissigkeit wurde auf die 
"Gegenwart von Peptonen (Biuretreaktion), Tyrosin (Millons 
Reaktion) und Cystin (Reaktionen auf einem Silberblech, mit 
Bleiacetat und mit Natriumnitroprussid) untersucht; diese letztere 
Reaktion ist viel empfindlicher wie die ersten zwei Reaktionen. 
Die erwiihnten Substanzen waren in der Lisung nicht vorhanden. 
Darauf wurde durch die fir das Tryptophan charakteristische 
_ Reaktion mit Bromwasser seine Gegenwart festgestellt. Das 
E Tryptophan aus der Milz rein auszuscheiden und zu identifi- 
' vieren, wurde nun nicht einmal der Versuch gemacht, da die 
: B esultate der Untersuchungen von zwei ersten Milzportionen 
, suns von der Nutzlosigkeit desselben tiberzeugt hatten. Die 
quantitative Bestimmung des Tryptophans wurde nach zwei 
: + Methoden ausgefiihrt: 1. durch Titrieren mit Bromwasser und 
a 2. colorimetrisch. 
; Zum Titrieren wurde Bromwasser verwendet. dessen ‘Titer 
: mit Hilfe einer frisch bereiteten Lésung von reinem ‘Tryptophan 
Hestgestellt war. 0,0250 g feingepulvertes, im Vakuumexsiccator 
g bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Tryptophan wurden in 
250cem destilliertem Wasser aufgelést und 10 ccm davon in 
ein Probierréhrchen gegossen, mit 4 Tropfen 20°/, iger Schwefel- 
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 siure angesiuert und mit 2ccm Amylalkohol versetzt. Zu der 


erhaltenen Mischung wurde aus einer mit einem Glashahn ver- 


' sehenen Birette Bromwasser so lange zugesetzt, bis 1 Tropfen 


die charakteristische Rosafirbung in die dem starkverdiinnten 





|, Das Titrieren mu8 so rasch wie méglich, am besten 


i 
; | in einem Probierréhrchen, ausgefiihrt werden. 


2. Die Farbe der Liésung ist rosa; beim langsamen 
' Titrieren wird sie braun, wenig empfindlich gegen das Reagens 


] ‘und verschwindet schwer, 


3. Als Ende der Titrierung ist der Umschlag der rosa 


ie 


 Farbe in eine gelbe (die Farbe verdiinnten Bromwassers) an- 
|) zusehen. 
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4. Dieser Umschlag ist sehr scharf; er vollzieht sich 
von 1 Tropfen Bromwasser, wenn dieses nicht gar zu_ yer. 
diinnt ist. 

5. Nach der Verinderung der Farbe mu’ man das Pro. 
bierréhrchen stark, nicht weniger als 10—15 Minuten lang 
schiitteln, und das Titrieren erst dann als beendet ansehen, 
wenn nach einem solchen langeren Umschiitteln die Liésung 
sich nicht mehr rosa farbt. 

6. Man darf das Bromwasser nicht gar zu sehr verdiinnen, 
da sonst der Umschlag der Farbe nicht von einem, sondern 
von 2—5 ‘Tropfen hervorgerufen wird, und auch eine briun- 
liche Nuance entsteht. 

Beim Titrieren mit Bromwasser wurden auf 10ccm der 
oben beschriebenen Tryptophanlésung durchschnittlich 2 ccm 
Bromwasser verbraucht, wihrend beim ‘Titrieren des Milz- 
extraktes auf 10ccm desselben unter analogen Bedingungen 
durchschnittlich 6,15 com Bromwasser nétig waren. 

Als Resultat des Titrierens wurde festgestellt, da die 
Gresamtmenge (500 ccm) Pferdemilzextrakt 0,1538 g Tryptophan 
enthalten. Diese Quantitat der genannten Substanz wurde durch 
das Extrahieren von 2760 g frischer Milzpulpe erhalten, folglich 
kommen auf 100g letzterer 0,0056 ¢ Tryptophan. 

Die colorimetrische Bestimmung wurde mit Hilfe von 
Pléschs Colorimeter ausgefiihrt. Als Standarte wurde eine 
Tryptophanlésung von derselben Konzentration verwendet, wie 
sie in dem zum Versuch dienenden Extrakt durch Titrieren 
festgestellt wurde, und zwar wurden 0,0769 g Tryptophan in 
250 ccm Wasser aufgelést. Um eine bestimmte unverinderliche 
Farbung zu erhalten, benutzte ich das von Herzfeld?) vor- 
geschlagene Reagens, welchesaus 20g Dymethylaminobenzaldehyd, 
500 ccm starker Salzsiure und 500ccm Wasser besteht. Die 
Bestimmung wurde folgendermafen ausgefiihrt: zu 50 ccm der 
zum Versuch dienenden Tryptophanlésung wurden 10 ccm des ge- 
nannten Reagenses und bis 100 ccm konzentrierte Salzsiiure zu- 
gesetzt und die erhaltene Mischung 24 Stunden der Ruhe iiber- 


‘) Biochem. Zs. Bd. 56, S. 258 (1913). 
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jassen, bis eine bestandige blaue, ins Violette spielende Farbung 
aintrat. Darauf wurde die Farbung der Milzextraktlésung mit der 
jer Tryptophanstandarte verglichen, wobei die Farbenintensitaten 
jer beiden Lésungen genau gleich gefunden waren. Folglich 
jestiitigten sich die Resultate der Bestimmung des Tryptophans 
jurch das Titrieren, nimlich daf8 100¢ frische Pferdemilzpulpe 
(0056 g ‘Tryptophan enthalten. 

Somit hat sich als Resultat der Untersuchung von drei 
Portionen Milzpulpe durch die Fillung mit dem Hopkinsschen 
Reagens erwiesen: 

1. DaB in der normalen frischen Milz sowohl von 
Ochsen wie auch von Pferden das mit Wasser von 
—60° ausziehbare Tryptophan enthalten ist. 

2. DaB die Quantitat des Tryptophans in der 
frischen Pulpe der Pferdemilz 0,0056°/, betrigt. 

3. DaB das Hopkinssche Reagens nicht nur das 
Tryptophan, sondern auch andere organische Sub- 
stanzen fallt. 

4. DaB es auch mit Hilfe des genannten Rea- 
venses nicht gelungen ist, die Gegenwart von Carnosin 
inder Milz darzutun. 
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Zur Frage der biologischen Differenzierbarkeit im Liguo; 
cerebrospinalis mittels Antikérperreaktionen. 


Von 


Philipp Ellinger. 


Aus der wissenschaftlichen Abteilung des Instituts fir experimentelle Krebstorschune 
in Heidelberg. Direktor Prof. Dr. H. Sachs.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. September 1923.) 


A. Kinleitung und Fragestellung. 


Die Méglichkeit, die Gewebe der Organismen mittels der 
biologischen Antikérperreaktionen zu unterscheiden, erstreckt 
sich an erster Stelle auf die Differenzierung der verschiedenen 
Arten. Die Artspezifitit steht in der Tat im allgemeinen w 
sehr im Vordergrunde der biologischen Struktur, daB das 
Problem der Organdifferenzierung, die ja bis zu einem gewissen 
Grade von vornherein auf Grund der Verschiedenheit der 
morphologischen Struktur und der Funktionen wahrscheinlich 
erscheint, meist auf Schwierigkeiten stie’. Zwar kennen wil 
als klassisches Beispiel der Organspezifitiit seit den Unter- 
suchungen Uhlenhuths?) das Linseneiwei8, das sogar bei 
parenteraler Kinverleibung in den gleichen Organismus zur 
Antikérperbildung fihrt und so durch eine ausgesprochene 
Organspezifitat beim Fehlen einer Artspezifitat gekennzeichnet 
ist. Im allgemeinen aber haben die Untersuchungen iiber die 
biologische Differenzierung von Organen hiaufig nicht zu be- 
weiskraftigen Ergebnissen gefiihrt; auf die neuere Arbeit vo 
Wolff, der durch ein besonderes Verfahren der Antigen- 


‘) Uhienhuth, Festschrift fir Robert Koch 1903 und Beihett 
d. med. Klinik 1907, S. 9. 
*) Wolff, E. K., Klinisehe Wochenschr. 1923, S. 1304. 
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hereitung zu einer Unterscheidung von Organspezifitaten gelangt 
sein will, sei hier nur hingewiesen. Wenn man aber auch von 
dem Linseneiweif und von den Geschlechtszellen, bei denen 
sleichfalls bis zu einem gewissen Grade eine Unterscheidbar- 
keit besteht, absieht, so liegen doch Untersuchungen vor, die 
von vornherein die komplexe Konstitution der als Antigen- 
gemische aufzufassenden nativen Safte und Gewebe dartun 
Hs sei erinnert an das Verhalten des Kaseins der Milch, bei 
dem eine besondere Strukturspezifitat mit der Artspezifitit ver- 
sesellschaftet ist, sowie an die neueren Untersuchungen von 
Doerr und Berger’) und anderen, nach denen auch eine 
Differenzierung der verschiedenen Eiweibfraktionen des Blut- 
serums durch ihre Antigenfunktion méglich ist. 

Von ahnlichen Gesichtspunkten ausgehend habe ich nun 
versucht, das biologische Verhalten des Liquor cerebrospinalis 
in bezug auf Antikérperreaktionen zu priifen. Der Liquor er- 
schien mir besonders fiir derartige Versuche geeignet zu sein, 
weil bei seinem geringen Eiweibgehalt mit einer verhiltnismaBig 
seringfigigen Interferenz ausschlieBlich artspezifischer Kom- 
ponenten gerechnet werden konnte. Es handelte sich also einer- 
seits um die Frage, ob sich Unterschiede zwischen Liquor 
und Blutserum nachweisen lassen, andererseits erschien aber 
die Frage von Interesse, ob unter dem Einflu8’ von Krank- 
heitsprozessen in der Riickenmarksflissigkeit Ver- 
inderungen auftreten, die zu einer besonderen biologischen 
Struktur fihren. Da wir durch die Untersuchungen von Ober- 
meyer und Pick?), Freund*) sowie Landsteiner‘) wissen, 
daB durch chemische Beeinflussung die Kiwei8kérper im Sinne 
des Auftretens einer besonderen Strukturspezifitat beeinfluBt 
werden kénnen, scheint es nicht ausgeschlossen, daB auch unter 
dem EinfluB von natiirlichen pathologischen Vorgiingen eine ahn- 
liche Verinderung entsteht. Auch in dieser Hinsicht diirfte der 

') Doerr, R., und Berger, W., Zs. f. Hygiene u. Infektions- 
krankh, Bd. 96, S. 191 u. 258 (1922); Biochem. Zs. Bd. 131, S. 13 (1922). 

*) Obermeyer, Fr. u. Pick, S., Wiener Klin, Woch. 1906, Nr. 12. 

*) Freund, H., Biochem. Zs. Bd. 20, 8. 508 (1909). 


‘) Landsteiner, K., Zs. f. Immunititsforsch. u. exp. Therap. u. 
Biochem. Zs, (1917—1919). 





vb 


Pik gky ie 
og oe 
mere 

oF o7MCe Openings eee 








136 Philipp Ellinger, 


Liquor wegen seiner KiweiBarmut Vorteile darbieten. Ich hale 
nun zunichst geglaubt, gerade die syphilitische Erkrankung fi, 
derartige Versuche heranziehen zu sollen, und zwar schon ays 
dem Grunde, weil wir ja eine markante Verinderung der 
KG6rperfliissigkeiten unter dem EKinfluB der syphilitischen [n- 
fektion kennen, die bei dem serologischen Luesnachweis zu), 
Ausdruck kommt und von der noch immer zweifelhaft erscheine) 
muB, ob sie die Folge einer Antikérperreaktion ist oder nicht. 
Auch hierbei konnte aber von vornherein, wofern iiberhaupt 
eine Veranderung nachweisbar ist, angenommen werden, dat 
sie im Liquor sich leichter nachweisen laBt als im Blute. 
Denn im Blute ist eben unter allen Umstinden die grote 
Masse der artspezifischen Antigene so dominierend, dab es 
mehr oder weniger vom Zufall abhangen miiBte, ob man be- 
sondere, fiir bestimmte Krankheitsprozesse charakteristische 
Partialantigene nachweisen kann. 

Ks lag dabei lediglich in meiner Absicht, zu priifen, ob 
sich tiberhaupt Unterschiede im Liquor bei syphilitischen Er- 
krankungen des Zentralnervensystems, ergeben. Daneben er- 
éffnet sich die weitere Frage, ob bei verschiedenen Er- 
krankungen (Lues, multiple Sklerose, Meningitiden usw.) fiir sie 
charakteristische Verinderungen auftreten. Dabei méchte ich 
absichtlich auf die Natur der sich etwa ergebenden Veriinde. 
rungen nicht naher eingehen. Denn die hier benutzte sero- 
logische Methodik gibt an und fir sich keine Antwort auf die 
Frage, ob es sich um eine Vermehrung oder chemische Ver- 
ainderung der EiweiSsubstanzen handelt oder ob neue Stotie 
im Milieu auftreten, die den Dispersitatsgrad der LEiweil- 
substanzen und damit ihre Labilitét veriindern. Auch die Frage, 
welcher Herkunft die sich ergebenden Verdnderungen sind, sol! 
unberiicksichtigt bleiben; es kann sich dabei um Stoffwechsel- 
produkte der Krankheitserreger, um Zerfallsprodukte des er- 
krankten Organs oder um Produkte der Kinwirkung von Krank- 
heitserregern auf Organe handeln. 

Um der aufgeworfenen Frage nachzugehen, stellte ich 
durch intravenése Einverleibung von Liquoren und entsprechen- 
den Kontrollfliissigkeiten beim Kaninchen Antisera her und 
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pri te sie gegeniber Liquoren und Blutserum im Reagens- 


glase mittels der Prazipitation und der Komplementbindungs- 


methode. 
B. Experimenteller Teil. 
I. Herstellung der Antiseren. 


1. Paralyseliquorkaninchen (P.K.). Drei Kaninchen (Proto- 
kolnummer 13, 14, 204) wurden dreimal in Abstiinden von drei Tagen 


ie 5eem frisch und steril entnommenen Liquors von unbehandelten 


Paralysen in die Ohrvene injiziert. Acht Tage nach der letzten In- 
jektion wurden die Tiere entblutet, das Blut steril aufgefangen, zwei 
Tage auf Eis aufbewahrt und das Serum abgepreBt. Die Seren er- 
hielten die Bezeichnung P. K. 18, 14 und 204. 

2. Luesvollblutkaninechen (L. K.). Aus der Cubitalvene eines 
an frischer Lues II erkrankten Patienten wird Blut steril entnommen 
und durch Schlagen und Kolieren defibriniert. Durch Zentrifugieren 
sanmelte man Blutkérperchen und Serum und entfernte durch mehr- 
faches Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung die letzten Serum- 
spuren von ersteren. Das Serum wurde durch halbstiindiges Erhitzen 
auf 56° inaktiviert. Hierauf gab man die Blutkérperchen zu dem wieder 
abgekiihlten Serum und injizierte von dem so vorbereiteten Luesvollblut 
in dreitiigigen Abstinden dreimal je 3 ecm einem Kaninchen (Protokoll- 
nummer 33) in die Ohrvene. Das Tier wurde acht Tage nach der letzten 
Injektion verblutet; die Behandlung des Serums erfolgte in gleicher 
Weise wie oben. Das Serum wird als L. K. 33 bezeichnet. 

3. Weitere Kontrollsera. In analoger Weise wurden Kaninchen 
mit Liquoren von multipler Sklerose, Schizophrenie und mit Blut von 
normalen Menschen vorbehandelt und deren Serum gewonnen. Sie er- 
hielten die Bezeichnung: Multiple Sklerose K. Sc. K. 157, Schizophrenie 
Sch. K. 109, Menschenserum Me. K. V.u. 1=4. 


II. Prazipitationsversuche. 


Die einfachste Méglichkeit zur Entscheidung der Frage, 
ob durch die Vorhehandlung mit Paralyseliquor in dem 
Kaninchen spezifische Antikérper erzeugt wurden, bestand in 
der Feststellung, ob die Seren mit Paralyseliquor Prizipitate 
bildeten. Zu diesem Zwecke wurden native Liquoren von Ge- 
sunden und Paralysekranken in Mengen von 1 ccm in konisch 
endende Zentrifugengliser eingefiillt und zwar folgende Reihen: 
unverdiinnt, */,, 1/,,, 4/3, und 4/,,, mit physiologischer Koch- 
salzlésung verdiinnt und schlieBlich als Kontrolle ein GefaiB 
mt reiner physiologischer Kochsalzlésung. Nun unterschichtete 
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man vorsichtig mit je 0,1 ccm folgender Seren: Paralyseliquor. 
kaninchen P. K. 13, 14, 204; Luesvollblutkaninchen L. K. 33 unj 
Menschenserumkaninchen Me. K. 1 = 4. Endlich wurden auc 
inaktivierte Seren mit negativer und positiver Wassermannschef 
Reaktion in Verdiinnungen von 3/1, 3/109) 2/1009 U24 Yio 000 mi 
physiologischer Kochsalzlésung auf ihre Prizipitation durcd 
P.K. 13, 14 und L. K.33 gepriift. Die Ergebnisse sind in de 
folgenden Tabellen enthalten. Die Ablesungen erfolgten dure 
Beobachtung der Triibung an der Grenze der Fliissigkeiten naci 
einer Stunde und z. T. durch Feststellung der Ausflockun; 
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nach Umschiitteln nach einer Stunde und 16—24 stiindigen 


Stehen auf Kis. Die +-Zeichen bedeuten den Grad der Triibung : 
Versuch I. 





Liquor- 
mengen 
in cem 


1,0 

0,33 

0,10 

0,033 

0,010 
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Prizipitation von Paralyseliquorantiserum P. K.14 (O.1 cem 
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wirksamen Paralysenliquorantiserum P.K. 13. 
Versuch II. 
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In Versuch [II ist die Prazipitation von Wassermann ne- 
gativen und positiven Liquoren durch das sehr stark wirksame 
Paralyseliquorantiserum P. K. 204 wiedergegeben, das neben 
spezifischen auch reichlich unspezifische Prizipitine enthielt. 


Versuch III. 











Priizipitation von Paralyseliquorantiserum P. K. 204 (0,1 cem) 
Liquor- aon 
Sti hl Wassermann negativen | Wassermann positiven Liquoren 
in cem ——_$ | —— - 
m n 0 | p | q 
1,0 +} ! - + 
0,33 ss “ + - + 
(),100 7 + 1 
0,035 : rs a 
0,010 _ = , we 
9 _ at ee a 








Wie Versuch III zeigt, ist das Paralyseliquorantiserum 204 
dadurch ausgezeichnet, dab es noch mit verhiltnismiBig ge- 
ringen Mengen der Wassermann positiven Liquoren reagiert. 
Dabei ist auffillig, daB die priazipitierende Wirkung bei den 
groBen Liquormengen kaum eine Zunahme erfahrt. Der starken 
Wirkung auf die Wa.-positiven Liquoren geht hier allerdings 
ee nicht unerhebliche Wirkung auf die Wa.-negativen Li- 
quoren paralell. Man wird daher anzunehmen haben, dab in 
dem zur Herstellung des Antiserums 204 benutzten Liquoren 


Versuch IV. 





; Prizipitation von Paralyseliquorantiserum P.K.204 (0,01 ccm) 
Liquor- mit 
— Wassermann negativen | Wassermann positiven Liquoren 
in cem ae =) ast phdceniniscanieemnianile spines 
m n 0 p q 
1,0 - + + + - 
0,33 + - + | + + 
10 > = ~~ > ss + 
0,033 Far a +. sg { 4. 
i 
0,010 _ + + “- 
() cs i in ‘ 
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die allen Liquoren gemeipsamen Antigene in erheblichen ; Vv 
Mengen vorhanden waren. DaB aber auch in diesem Anti- ' 3) 
serum Antikérper gegeniiber nur in Wa.-positiven Liquorey ; E 
enthaltenen Antigenen iiberwogen, zeigt der folgende Priizipi- . om 
tationsversuch IV, in dem die Antiserummengen auf den 10. Tei! sje 
reduziert wurden (siehe Versuch IV). n 

Es gelingt also auch hier durch Herabsetzung der Anti: [EV 
serummengen, ebenso wie in Versuch 1 und 2 zu einer Difie- d 


renzierung der Wa.-positiven und Wa.-negativen Liquoren mittels 
Prazipitation zu gelangen. 

Im Gegensatz zu den Paralyseliquorantiseren zeigten die 
mit Wassermann negativen Liquoren gewonnenen Antisere) 
weder mit Wa.-positiven noch mit negativen Liquoren irgend- 
welche Prazipitatiou, so dai auf die Wiedergabe der Protokolle 
verzichtet werden kann. 














: ; - ; 1,0 
Vergleicht man nun damit das Verhalten des durch Immuni- A og 
sierung mit Vollblut erhaltenen Antiserums L. K. 33, so zeigt bot 
sich folgendes Ergebnis: F 0,0 
v . 0,0 
Versuch V. . " 
I = Prizipitation von Luesvollblutserum L. K. 33 (0,1 cem) mit 
§ 3 : a , 
a Wassermann negativen Wassermann positiven Liquorei 
oa =| [a ~ : at 4 
a. | | { | ¥ 
= a { b e | d e ra | h | i k | | . 
— arom ———————— r = = y ; ~ mew = - = : ; ; a | 
1,0 anes wanes tee te to te lt le t+ ++ | 
O83 [ttt] te (+) | t+ [Peete tt tiest (444/44 4i4+4 } 
0,10 + | — ) tb ibe te FEE EE ttt! +4 4+ 
0,033} — - =) = + P- jf Pe ptey + 
0,010} -— | - - _ — |- | -—- | + - ~ 
0 ~ ~ _ _ _ _ se -_ = am 








Wir sehen hier eine mehr oder weniger starke Prizipi- 
tation in allen Liquoren, gleichgiiltig ob sie Wa.-positiv oder 
Wa.-negativ sind. Allerdings’ dominieren einige Wa.-positive 
Liquoren, insbesondre h) und i) in ihrer Pracipitabilitaét, und 
es bedarf vielleicht eines besonderen Hinweises, daB es gerade 
diejenigen sind, die in Versuch 1 auch mit den Paralyseliquor- 
antiserum am _ stirksten reagierten. Vielleicht deutet dieses 
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Verhalten darauf hin, daB dem Liquor bei Paralyse und dem 
syphilitischen Blut doch gemeinsame Qualititen zukommen. 
Kine weitere Klirung durch Verwendung geringerer Antiserum- 
mengen konnte leider nicht durchgefiihrt werden. DaB aber 


jedenfalls mit einem Antiserum, das durch Immunisieren mit 


normalem Menschenblutserum gewonnen ist, eine Unterscheidung 
Wa.-positiver und Wa.-negativer Liquoren nicht gelingt, zeigt 
das folgende Versuchsbeispiel. 


Versuch VI. 





ng. } 








Prizipitation von Menschenantiserum Me. K 1 = 4 

z = 0.1 cem mit 0,01 cem mit 
6 : Wa.-neg. | Wa.-pos. Liquoren | Wa.-neg. | Wa.-pos. Liquoren 
2 | — Se ae at ae naees 
5 m | n | 0 p q » 1s t u v 
1,0 a ee ! + +: —- + + 
0,33 + | + | Ft |] + + + + + 
0,10 ot os | + ah aie 3 + - 
0,033 ss * |. - + oe ee + _ _ 
0,010 ns — | - — —- | — — - 

() iat - a os — was te nie oo aoe 








Hier reagieren, wie ersichtlich, die Wa.-negativen Liquoren 
sogar eher stirker als die Wa.-positiven, und wenn man damit 
das Verhalten der durch Paralyseliquorimmunisierung gewon- 
nenen Antisera vergleicht, so ergibt sich ohne weiteres, daB die 
letzteren besondere Qualitiiten besitzen miissen, die eben die 


Versuch VIL. 








Pricipitation von Wassermann 
Serum- 


mengen 
in eem | 9,1 cem | 0,1 cem | 0,i ccm | 0,lcem | 0,1 ccm == 0,1 com 
P.K. 13) P.K. 14) L. K. 33] P.K.13, P.K. 14! L. K. 33 


negativen positiven inaktiv Seren durch 
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0,1 + | — | +(+) + + ++ 
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Unterscheidung Wa.-positiver und Wa.-negativer Liquoren e:- 
méglichen. 

SchlieBlich habe ich noch die pricipitierende Wirkung 
der verschiedenen Antisera gegeniiber Wa.-negativem und Wa.- 
positivem Blutserum gepriift (Versuch VII). 


Ks ergibt sich hier die ausgesprochene Dominanz des durci: 
Vorbehandlung mit Vollblut gewonnenen Antiserums. Ob dic 
etwas stirkere Wirkung auf das Wa.-positive Serum, die in 
sehr geringem Grade auch bei den Paralyseliquor-Antiseren zum 
Ausdruck gelangt, gesetzmiBiger Art ist, muB ich freilich 
dahingestellt sein lassen. 

Wenn man das Ergebnis dieser Prizipitationsversuche 
zusammenfaBt, so darf man wohl vor allem die Méglichkeit de: 
Differenzierung von Wa.-positven und Wa.-negativen Liquoren 
mit den Paralyseliquor-Antiseris in den Vordergrund stellen, 
zumal diese Unterscheidbarkeit den durch einfache Menschen- 
blut-Immunisierung gewonnenen Antiseris abgeht. 

Die Frage, ob auch im syphilitischen Blutserum eine be- 
sondere Verinderung in bezug auf Prizipitabilitit besteht. 
erscheint dagegen noch ungelést. Zwar reagiert das mit 
Syphilitikerblut gewonnene Antiserum mit Wa.-positiven Li- 
quoren und Wa.-positivem Blutserum anscheinend etwas stiirker 
als mit Wa.-negativen Kérperfliissigkeiten, und auch bei den 
Paralyseliquorantiseren ist eine etwas stiirkere Reaktionsfihigkeit 
gegentiber Wa.-positivem Serum angedeutet. Jedoch kénnte 
diese Differenz auch durch eine gréBere Labilitiit der syphili- 
tischen Koérperfliissigkeiten bedingt sein. Der KiweiBgehalt 
der Liquoren diirfte, soweit die Ergebnisse der Nonne- 
Apeltschen Reaktion Schluffolgerungen erlauben, die Unter- 
schiede nicht erkliren. 


Jedenfalls zeigen die Versuche deutlich, daB der Paralyse- 
liquor sich in bezug auf seine Antigenfunktion bei der Priizi- 
pitation von normalem Liquor unterscheidet. Es schien mir 
aber angezeigt, die Untersuchung auch auf die Komplement- 
bindungsmethode auszudehnen, die zwar gegeniiber der Prici- 
pitation das kompliziertere Verfahren darstellt, aber dafir die 
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Méglichkeit der Verfeinerung und der Variabilitat der Versuchs- 
' anordnung darbietet. 


III. Komplement-Bindungsversuche. 


4 Die verschiedenen Antisera wurden zunichst gegeniiber Menschen- 
serum auf Komplementbindungsvermégen eingestellt und der Grenzwert 
’ jes Antiserums bestimmt, der eben noch deutliche Komplementbindung 
bewirkt. Mit etwa dem doppeltem Multiplum dieser Dosis wurden dann 
ibsteigende Mengen der Liquoren bzw. anderer Korperfliissigkeiten (Vo- 
umen 0,5 cem) unter Zusatz von je 0,2 cem 8fach verdiinnten Meer- 
schweinchenserums als Komplement 1 Stunde im Brutschrank oder auch 
| i Stunde bei 0° digeriert, sodann erfolgte Zusatz von 1 ccm einer gleich- 
: teilligen Mischung von Hammelblutaufschwemmung und Amboceptor- 













Bes 


' yerdiinnung, wobei die Amboceptormenge etwa dem 4 fachen Multiplum 
' der einfach lésenden Dosis entsprach. Die Versuchsréhrchen kamen 
sodann in den Brutschrank. Die eingetretene Himolyse wurde nach 
- '),stiindigem bis 1stiindigem Verweilen abgelesen. Aus Griinden der 
’ Raumersparnis begniige ich mich damit, aus der groBen Zahl der Versuche 


© nur einige typische Beispiele wiederzugeben. 


Versuch VIII. 

; 0,2 com 8fach verdiinnten Meerschweinchenseruims werden mit 
0,2 ccm 10fach verdiinntem Antiserum P. K. 14 und absteigenden Mengen 
0,5—0,015 cem von Wassermann negativen und positiven nativen Li- 
quoren und Wassermann positiven auf '/,, verdiinnten Serum versetzt 
' und eine Stunde bei 37° gehalten. MHierauf wird je 1 cem einer 
Mischung von Hammelblutaufschwemmung mit der etwa 4 fach lésenden 
Ambozeptordosis zugesetzt und nach 45 Minuten langem Verweilen im 
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; Brutschrank abgelesen. 




















Mengen | Himolyse des Hammelbluts durch Amboceptor und Komplement 
| Liquor | ach Vorbehandlung des letzteren mit P. K. 14 bei 37° und 
6s. : ; Wa +- 

F Seren (1/,,)} Wa — Wa + Liquoren 1/ » Serum 
in em? * o y | ny) E gE 
0,5 komplett} fehlt | wenig | wenig 0 Spur 
0,25 x fehlt | miaBig . 0 miBig 
0,15 " 0 | fast kpl.| miaBig Spur - 
0,10 m 0 komplett | stark wenig pe 
0,05 s Spur-wen | i ‘komplett! maBig stark 
0,025 S stark . s stark | komplett 
0,015 ° fast kpl. ” ” | fast kpl. is 
: 0 rn komplett ‘ gi . komplett ‘i 
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Wie der Versuch zeigt, reagiert das hier benutzte Para. 
lyseliquorantiserum mit Wa.-negativen Liquoren vollkomme 
negativ, wahrend es mit den angefiihrten Wa.-positiven mely 
oder weniger starke Komplementbindung ergibt. Bemerkens. 
wert ist zugleich der Umstand, daB ein Wa.-positives Seruy 
nur verhiltnismaBig geringgradig mit dem Antiserum reaziert, 

Mit dem starkeren Paralyseliquorantiserum 204  ergab 
sich auch eine gesteigerte Empfindlichkeit im Komplement. 
bindungsverfahren, wie Versuch 9 zeigt. 


Versuch IX. 


0,2 ecem 8fach verdiinnten Meerschweinchenserums werden mit 
0,2 cem 10 fach verdiinnten Antiserums P. K. 204 und absteigenden Menger 
von 0,15—0,0005 em* Wassermann-negativen und positiven nativen Li. 
quoren versetzt und 1 Stunde bei 37° gehalten. MHierauf wird je 1 com 
einer Mischung von Hammmelblutaufschwemmung mit der etwa 4 fachen 
lésenden Ambozeptordosis zugesetzt und °*/, Stunden bei 37° gehalten 











Hamolyse des Hammelbluts durch Ambozeptor und Kon- 
Mengen plement nach Vorbehandlung des letzteren mit P. K. 204 
Liquor bei 37° und 
in ecm Wa — Wa + Liquoren 
0,15 komplett | komplett komplett komplett 
0,10 me ss stark fast ganz kyl. 
0,05 . fast komplett| ,, ,, 
0,025 - ” ” - stark 
0,015 fast ganz kpl.| fast komplett stark Spurchen 
0,010 komplett * é Spur O-Spurchen 
0,005 . komplett miBig Spur 
0,0025 . ‘ miBig-stark 6 
0,0015 s mn fast komplett wenig 
0,0010 a fe Spur 
0,0005 i - is fast ganz kpl. 
0 . .9 komplett komplett 
| 








Ks zeigt sich hier, daB noch erheblich geringere Liquor- 
mengen als in Versuch VIII Komplementbindung ergeben. Die 
Tatsache, daB das Maximum der Komplementbindung nicht bei 
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den gréBten Liquorenmengen, sondern bei geringeren liegt, ent- 
spricht der allgemeinen Erfahrung, daB bei der Komplement- 


bindungsmethode ein AntigeniiberschuB einen Hemmungseffekt 
bewirken kann. Eines Hinweises wert ist der Umstand, daB in 
diesen Versuchsbeispielen auch mit Wa.-negativen Liquoren 
immerhin eine fuBerst schwache Komplementbindung zutage 
trat. Sie duBert sich nur bei den Dosen von 0,015—0,01 ccm 
Liquor in einer 4uBérst geringen Himolysehemmung. An dem 
markanten Unterschied zwischen Wa.-positiven und Wa.-nega- 
tiven Liquoren wird dadurch nichts geindert. 

Allerdings war die Difterenzierung in manchen Fallen 
nicht so klar, wie in den angefiihrten Beispielen. Namentlich 
reagierte ein ‘Teil der Wa.-positiven Liquoren mit einigen 
Antiseren, vor allem mit dem ja auch bei der Priazipitation 
weniger wirksamen Paralyseliquorantiserum 13 nur sehr 
schwach. Ich versuchte daher, als verstirkendes Moment die 
erste Phase des Versuchs, also die eigentliche Komplementbindung, 
hei 0° anstatt bei 37° vorzunehmen, und fand dabei, daB in 
jenjenigen Fallen, in denen die komplementbindende Wirkung 
des Antiserums schwach war, in der Tat bei 0° eine erhebliche 
Verstirkung eintrat, so da dann erst eine deutliche Diffe- 
venzierungsmoglichkeit zwischen Wa.-positiven und Wa.-negativen 
Liquoren bestand. Umgekehrt fithrte die T’emperaturerniedri- 
sung bei stark wirkenden Antiseren zu einem Verwischen der 
Unterschiede infolge der Verstiirkung der Reaktion. In allen 
Killen blieb allerdings der quantitative Unterschied zwischen 
Wa.-positiven und Wa.-negativen Liquoren bestehen, wie die 
‘olgenden Versuchsbeispiele zeigen. 


Versuch X. 


Schlechte Differenzierung bei 37°, gute bei 0°. 


0.2 eem 8fach verdiinnten Meerschweinchenserums werden mit 
- 02cem 10 fach verdiinnten Antiserums P. K.14 und absteigender Menge 
F yon 0,5—0,015 eem Wa. — und Wa. + Liquor 1 Stunde bei 0° oder 37° 
cehalten. Hierauf wird je 1 ccm einer Mischung von Hammelblut- 
wuischwemmung mit der etwa 4 fach lésenden Ambozeptordosis zugesetzt 
ind 50 Minuten bei 37° stehen gelassen. 
iloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXII. 10 
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” Himolyse des Hammelbluts durch Amboceptor und Kom. 
peice plement nach Vorbehandlung des letzteren mit P. K. 14 ung 
iquor ‘ 
sa siah Wa. — Wa. + Liquor 
0° 87° 0° 87° 
0,5 fast ganz kpl. | komplett Spur stark 
0,25 ee ge . Spur bis wenig | fast ganz ky). 
0,15 ‘9 ” ” ” wenig | ” ” ” 
0,10 komplett es mibig | komplett 
0,05 “i | m fast komplett a 
0,025 ‘s - komplett m 
0,015 ¥ | ” 
i) = . me | . 


0,2 ecem 8 fach verdiinnten Meerschweinchenserums werden it 





Versuch XI. 
Gute Differenzierung bei 37°, schlechte bei 0°. 


0,2 cem 10 faech verdiinnten Antiserums P. K. 204 und Wa. -- und Wa. - 


Liquoren in Mengen von 0,15—0,0005 cem versetzt und 1 Stunde bei ()' 


oder 87° gehalten. Dann wird eine Mischung von Hammelblutavf. 


schwemmung mit der etwa 4fach lésenden Amboceptordosis zugesetui 
und 1 Stunde bei 37° stehen gelassen. 








Himolyse des Hammelbluts durch Amboceptor und Kom- 


plement nach Vorbehandlung des letzteren mit P. K. 204 und 





Menge 
Liquor 
nie i 
0? 879 

0,15 komplett | komplett 
0,10 fast ganz kpl. | " 
0,05 Spur | is 
0,025 Spiirchen | °9 
0,015 ‘s | fast komplett 
0,010 2 = . 
0,005 ‘ komplett 
0,0025 Spur - 
0,0015 miBig t. 
0,0010 - 

0,0005 komplett | 

0 ? 





Das stark wirkende Paralyseliquorantiserum 204 bewirkt 





Wa. + Liquor bei 


0° 37° 
komplett | komplett 
fast komplett | fast ganz kp. 
miBig | ” ” ’ 
Spur stark 
Spirchen  Spiirchen 
O-Spiirchen | O-Spiirchen 
- Spur 
99 ”? 
Spur wenig 
» Spur 


fast komplett | fast ganz kp. 
komplett | komplett 
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also bei 0° auch bei Wa.-negativem Liquor eine nicht unerheb- 
liche, wenn auch gegeniiber den Wa.-positiven Liquoren ge- 
ringere Komplementbindung. So kann man also unter maxi- 
malen Bedingungen der Empfindlichkeit (stark wirkendes Anti- 
serum, niedrige 'emperatur) auch die Gemeinsamkeit der 
Partialantigene, die in den Liquoren vorhanden sind, ermitteln. 
Geht man aber mit der Antiserummenge herab und benutzt 
statt 10facher Verdiinnung eine 30fache Serumverdiinnung, so 
ergab sich auch in der Kilte eine qualitativ gute Differenzie- 
rung, wihrend in der Wiairme das Optimum des Ausschlags 
bei 15facher Verdiinnung lag. 

Um zu ermitteln, ob etwa die dem Paralyseliquor zu- 
kommenden besonderen Antigenfunktionen sich durch eine Hitze- 
hbestindigkeit von dem den Liquoren gemeinsamen Antigen 
unterscheiden, priifte ich vergleichend die auf 100° im Wasser- 
bad erhitzten Liquoren. Es ergab sich aber, daB hierbei in 


jedem Falle das Komplementbindungsvermégen ginzlich erlosch. 


Erwihnen méchte ich noch, daB im Gegensatz zu den 
mit Paralyseliquor hergestellten Antiseren die mit Liquoren 
von multipler Sklerose oder Schizophrenie gewonnenen Antisera 
mit Liquoren verschiedener Provenienz (Hysterie, multiple 
Sklerose, Schizophrenie usw.) sowohl im Komplementbindungs- 
versuch als auch bei der Pricipitation negativ reagierten. Ich 
sehe daher von einer Wiedergabe der Versuchsprotokolle ab. 
Die Versuche zeigen, da jedenfalls die im Liquor im all- 
gemeinen enthaltenen Antigene bei den benutzten quantitativen 
Bedingungen nicht zu einem nachweisbaren Immunisierungs- 
efiekt ausreichen, 

DaB trotzdem in den Liquoren EiweiBantigene enthalten 
sind, ergibt sich aus dem Verhalten der Antisera, die durch 
die Vorbehandlung von Kaninchen mit Menschenserum (Me. K. 5 
und Me. K. 1=4), sowie mit Luesvollblut (L. K. 33) hergestellt 
sind. Besonders das gewéhnliche Menschenantiserum laBt ebenso 
wie bei der Pricipitation jede Unterscheidungsméglichkeit ver- 
missen, wie nebenstehendes Versuchsbeispiel zeigt. 

Ks ergibt sich hier, daB das Menschenantiserum sogar mit 
Wa.-negativem Liquor stirker reagiert, als mit Wa.-positivem. 

10* 
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Versuch XII. 


In 0,2 ccm achtfach verdiinnten Meerschweinchenserums werden mit 0,2 cem zehnfach verdiinnten Paralyse- 
liquor- oder Menschenantiserum (P. K. 204 oder Me. K. V.) und Wassermann negativen und positiven Liquoren in ab- 
steigenden Mengen von 0,05—0,001 cem versetzt und eine Stunde bei 0° oder 37° gehalten. Dann wird eine Mischung 
von Hammelblutaufsechwemmung mit der etwa vierfach lisenden Amboceptordosis zugesetzt und eine Stunde bei 37° 
stehen gelassen. 








a . 5 Hiimolyse des Hammelbluts durch Amboceptor und Komplement nach Vorbehandlung des letzteren bei 

. ep.8 0° 37° 

= = S mit P. K. 204 Me. K. V P. K. 204 Me. K. V und 

= = Wa — Wat | Wa- Wa + Wa- | Wat | Wa- — Wa+Liquor 

4 0,05 0 | 0 0 0 fast komplett | wenig stark wenig 

= 0,025 Spur | 0 0 0 komplett | 0 ‘i komplett 

A 0,015 miBig 0 0 Spurchen ” | wenig komplett * 
0,010 | fast komplett | 0 Spur Spur ss stark ” ‘ 
0,005 komplett 0 mibig fast komplett ; komplett 9 » 

. 0,0025 ‘j wenig stark .: mn re | * +5 i 
0,0015 ‘ mii Big fast komplett komplett ‘ ei 5 " 
0,0010 - | stark komplett se 2 . 

0 7 _ komplett ‘ ” e ‘s , , 
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Identisch verliefen die Versuche mit Me. K. 1 = 4. 
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Vergleicht man damit das Verhalten des Paralyseliquoranti- 
serums 204, so zeigt sich eine véllige Umkehr des Verhilt- 
yisses, SO daB also an dem prinzipiellen Unterschied zwischen 
Menschenantiserum und Paralyseliquorantiserum nicht zu 
zweifeln ist. 

Das Luesvollblutantiserum 33 unterschied sich zunichst 
quantitativ durch die stiarkere Reaktionsfahigkeit mit allen 
Liquoren von dem gewoéhnlichen Menschenantiserum und rea- 
sierte zugleich mit Wa.-positiven Liquoren nur geringgradig 
stiirker, als mit Wa.-negativen. 

Kin Vergleich Wa.-positiver und Wa.-negativer Serum- 
proben mit verschiedenen Antiseris fiihrte nicht zu verwert- 
haren Unterschieden. 


C. Zusammenfassung und Sehlubfolgerungen. 

Fassen wir die Ergebnisse der beschriebenen Versuche 
zusammen, so ergibt die Komplementbindungsmethode ebenso 
wie die Prazipitation eine Sonderstellung der Paralyse- 
liquorantisera. Sie besitzen im Gegensatz zu den durch 
Behandlung mit Wa.-negativen Liquoren, Normalserum 
oder Luesvollblut gewonnenen Antiseren die EKigenschaft, 
mit den Wa.-positiven Liquoren in einer charakte- 
ristischen Weise zu reagieren. Es miissen also als Folge 
der syphilitischen Erkrankung des Zentralnervensystems im 
Liquor besondere Verianderungen auftreten, die sich von dem 
Normalzustand deutlich unterscheiden. Ob sie mit patholo- 
sischen Verinderungen, die im iibrigen Kérper bei Lues auf- 
treten, identisch sind, ist nicht ohne weiteres zu bejahen oder 
zu verneinen. Die Versuche mit Luesvollblutantiserum sind 
in dieser Hinsicht nicht ganz beweiskriftig. Wenn es auch 
im allgemeinen mit Wa.-positiven und Wa.-negativen Kérper- 
liissigkeiten gleich stark reagierte oder uur eine sehr gering- 
liigige Dominanz der ersteren erkennen lieB, so kénute es 
doch sein, daB die groBe Masse der im Blut vorhandenen art- 
spezifischen Antigene schon auf Grund des Prinzips der Kon- 
kurrenz der Antikérper zu einem Larvieren besonderer syphi- 
litischer Antigene im Blute fihrt. Sollten aber die durch 
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das Paralyseliquorantiserum nachweisbaren Qualititen auf dey 
Liquor beschrinkt sein, so wiirde man folgern miissen, dag 
die den Lumbalsack umhillenden Hiute fiir die durch die 
syphilitische Infektion entstehenden Stoffe nicht durch. 
gingig sind. Uber die Natur dieser Stoffe kinnen wir ledig. 
lich aussagen, daf sie oder die durch die gesetzten Ver- 
ainderungen nicht hitzebestindig sind. Wir wissen da. 
gegen nicht, ob sie vom Krankheitserreger oder vom Pa. 
tienten stammen, oder ob sie ein Produkt der gegenseitigen 
EKinwirkung beider darstellen. Gegen die Annahme, daf ¢; 
sich um eine einfache Labilititssteigerung im Paralyseliquor, 
bzw. um eine Vermehrung der Globuline und Verminderung 
der Albumine handelt, spricht die Tatsache, da{ mit gewohn. 
lichem Menschenblutantiserum eine Unterscheidung nicht ge- 
gelingt. Die nachgewiesenen Unterschiede zwischen Wa.-posi- 
tiven und Wa.-negativen Liquoren kommen fiir eine praktisch- 
diagnostische Verwendbarkeit kaum in Betracht, da die Methoden 
des Nachweises gegeniiber den vorhandenen bewihrten Ver- 
fahren des Nachweises von Liquorenveriinderungen (Wa.-Reaktion, 
Flockungsmethoden, Kolloidreaktionen) zu kompliziert sind. Viel- 
leicht fihrt der hier beschriebene Weg aber bei andere 
Infektionskrankheiten des Zentralnervensystems zu 
Unterscheidungsméglichkeiten, die bisher nicht besteheu. 

Aus den Untersuchungsbefunden kénnen wir folgende 
SchluBfolgerungen ziehen: 

1. Durch Vorbehandlung von Kaninchen mit der Cere- 
brospinalflissigkeit von Gesunden oder nicht organiscii 
Gehirnkranken lassen sich unter den befolgten quantitativen 
Bedingungen keine durch Pricipitation oder Komplement- 
bindung nachweisbare Antikérper erzeugen. 

2. Durch gleichartige Vorbehandlung von Kaninchen mit 
Liquor von Paralysekranken werden Antikérper ge- 
bildet, die mit Wa.-positiven Liquoren weit starker rea- 
gieren als mit Wa.-negativen. 

3. Eine derartige Unterscheidung von Wa-positiven 
und Wa.-negativen Liquoren ist durch gewéhnliche Men- 
schenblutantisera nicht méglich. 


Ba 
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4, Antisera, die durch Vorbehandlung von Kaninchen mit 
dem Vollblut von Syphilitikern gewonnen sind, reagieren 
mit Wa.-positiven Korperfliissigkeiten nur sehr geringfigig 
stirker, als mit Wa.-negativen. 

In bezug auf eine Differenzierung der normalen 
Rickenmarksflissigkeit vom Blutserum sind unsere 
Versuche also negativ ausgefallen. Dagegen konnten wir 
feststellen, daB im Liquor durch die syphilitische Erkran- 
kung des Zentralnervensystems Veriinderungen entstehen, die 
bei der Priifung mit Antikérperreaktionen im Sinne einer be- 
sonderen charakteristischen Spezifitat imponieren. 
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Uber den Argininstoffwechsel. 


Von 


K. Felix und K. Morinaka. 


(Aus dem Institut fir Eiweifforschung, Stiftung Fritz Behringer, Universitit Heidelberz 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 1923.) 


In einer friiheren Mitteilung!) berichtete der eine von wis 
mit Tomita zusammen iiber den Abbau des Arginins in der 
Leber auf Grund von Durchstrémungsversuchen an isolierten 
Katzenlebern. Der Durchstrémungsfliissigkeit wurden ver- 
schiedene Mengen Arginin zugesetzt, wovon der gréBte ‘lel 
durch die Arginase in Harnstoff und Ornithin zerlegt wurde. 
Unter normalen Umstiinden werden die Bedingungen fiir die 
Wirkung der Arginase viel giinstiger sein, als in der heraus- 
genommenen Leber; Verdauung und Resorption erstrecken sicli 
iiber mehrere Stunden und lassen auf einmal nur sehr wenig 
Arginin zur Leber gelangen, das dann vollstandig gespalten 
werden wird. Arginin, das bei der Verdauung frei wird und 
unverindert durch die Darmwand durchtritt, wird also in dei 
Leber zerstért und nicht zu den anderen Organen gelangeu. 

Wir haben diese Versuche zuniichst mit racemischem 
Arginin fortgesetzt. d-Arginin wurde dazu nach Kutscher’ 
mit konzentrierter Schwefelsiiure bis zum beginnenden Sieden 
erhitzt. Auf diese Weise wird das Arginin vollstindig racemi- 
siert, wie das Fehlen der optischen Aktivitit und der Schmelz- 
punkt des Pikrates zeigten. Wir haben zwei solche Versuche 
ausgefiihrt; beide hatten dasselbe Ergebnis. Das inaktive 


1) Diese Zs. Bd. 128, 8. 40 (1923). 
*) Ebenda Bd. 32, 8. 476 (1901). 
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| Arginin verhalt sich in der Leber gerade so, wie das natiir- 


: | ihe rechtsdrehende. Nur ein ganz kleiner Bruchteil kann 


aus der Durchblutungsfliissigkeit wieder gewonnen werden; der 


; ordbte Teil, jedenfalls weit mehr als die Hialfte, wird zersetzt 
und dafiir die entsprechende Menge Harnstoff gebildet. Das 
intakte Organ wirkt somit anders als das isolierte Ferment. 
: Riesser?) beniitzte bekanntlich die Arginase, um aus dem 
inaktiven Arginin die rechtsdrehende Komponente zu _ ent- 
' fernen und die linksdrehende darzustellen. Die Leber selbst 
: wirkt nicht spezifisch. Der Unterschied diirfte aber kein prin- 
' vipieller sein. Denn man weif ja von einer Reihe von Fer- 
' menten, daB sie die Umsetzung der beiden optischen Formen 


des Substrates beeinflussen, nur in verschiedenem Ma8e. Der 


_ Unterschied liegt wesentlich in den Reaktionsgeschwindigkeiten. 
Ks ist nun wohl méglich, daB in der Leber die Bedingungen 
‘so sind, daB der Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeiten 
klein ist. Wir haben namlich beziiglich des Ornithins wieder 


die gleiche Beobachtung gemacht wie bei den Versuchen mit 


' d-Arginin: nur ein kleiner Teil der berechneten Menge lieB 
' sich in Form der Ornithursiure nachweisen. Der gré8te Teil 


wird gleich weiter umgewandelt. Dadurch wird das Reaktions- 
sleichgewicht immer sofort wieder gestért und eine vollstiindige 
Hydrolyse begiinstigt. Vielleicht ist gerade diese weitere Um- 
wandlung des Ornithins die wesentliche Ursache fiir die be- 
sondere Wirkung der Leber auf das inaktive Arginin. 
Angesichts dieses Verhaltens des freien Arginins in der 
Leber der Sa&ugetiere muB man sich fragen, wie denn bei 
itnen das Arginin tiberhaupt vom Darmkanal her zu den 
Organen hinter der Leber gelangt, wo es doch zweifellos nicht 
entbehrt werden kann. Rein theoretisch lassen sich eine Reihe 
von Méglichkeiten denken. Zunichst einmal kénnten andere 
Organe es wieder aufbauen. Diese Annahme ist nicht von 
der Hand zu weisen; aber bis jetzt haben wir noch gar keine 
Anhaltspunkte fiir eine solche Synthese. A priori kann ja das 
gleiche Ferment die Synthese bewirken, wenn die Bedingungen 


*) Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1906). 
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entsprechend geindert werden. Kine weitere Méglichkeit wie 
die, daB bei der ersten Beriihrung des Arginins mit der Lebe 
nicht gleich alles quantitativ abgefangen wird, oder dab sich 
direkt ein Gleichgewichtszustand zwischen dem Arginingehalt 
des Blutes und der Arginasewirkung in der Leber einstell 
ihnlich etwa wie zwischen dem Blutzucker und dem Glykogen, 
Uber die Bedingungen eines solchen Gleichgewichts wissey 
wir aber nichts. Arginin kommt zwar im Blut frei vor 
Abderhalden?) hat aus dem Blut alle bekannten Amino. 
siituren isolieren kénnen. Vorerst halten wir aber einen solchey 
Gleichgewichtszustand auf Grund unserer Versuche, namentlich 
der mit inaktivem Arginin, nicht fiir wahrscheinlich. Diese 
beiden Annahmen lassen sich bis jetzt auch experimentell sehr 
schwer priifen. 

Drittens?) lieBe sich denken, daB das Arginin nicht nw 
als freie Aminosiure zur Leber kommt, sondern noch in einem 
Zustand, in dem es von der Arginase nicht angegriffen wird. 
Es kénnte beim Durchtritt durch die Darmwand veriindert 
oder bereits in anderem Zustand, z. B. als Peptid, resorbiert 
werden. Diese beiden Méglichkeiten haben wir experimentell 
gepriift. 

Zunichst untersuchten wir, ob es bei der Resorption ver- 
iindert wird, was nicht unwahrscheinlich ist, wenn man an die 
Synthese der Fette in der Darmschleimhaut denkt. Wir gaben 
in den leeren Diinndarm einer Katze Arginincarbonat und 
durchbluteten ihn von der A. mesenter. sup. nach der Pfort- 
ader zu. In einem aliquoten Teil der Durchblutungsfliissigkeit 
bestimmten wir nachher den Gehalt an Arginin und leiteten 
den Hauptteil noch am gleichen Tag durch eine Leber. Kin 
kleiner Teil des Arginins wurde aus dem Darm in die Durch- 
blutungsfliissigkeit resorbiert, in der Leber aber dann voll- 
kommen abgebaut. Es fand sich nach der Leberdurchblutung 





1) Diese Zs. Bd. 114, 8. 250 (1921). 

*) Neben diesen genannten, zunichst liegenden Méglichkeiten kann 
es natiirlich auch noch andere geben, z. B. da8 das Arginin gar nicht 
nur auf dem Blutweg resorbiert, sondern vielleicht auch auf dem Lymph- 
weg oder in Blutkérperchen die Leber umgeht. 
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kein Arginin mehr in dem Blut, dafiir aber die entsprechende 
| Menge Harnstoff; auf die Ornithinbestimmung muBten wir ver- 


zichten, weil die Mengen zu gering waren. Das Arginin ist 
also bei der Resorption nicht veraindert worden. 

Nach der anderen Vermutung wiirde das Arginin gar nicht 
nur als freie Aminosiiure, sondern auch gebunden, als Peptid, 


: resorbiert und auf diese Weise gegen die Arginase geschiitzt 
1 werden. Schickt man niamlich ein Argininpeptid durch die 
: Leber, so wird dieses gebundene Arginin nicht angegrifien. 
' Von vornherein war das nicht zu erwarten, denn die proteoly- 
’ tischen Fermente der Leberzellen kénnten das Peptid spalten 


und so das Arginin der Arginase doch wieder zuginglich 


_ machen. Fiir diese Versuche wihlten wir Clupeon. Ks ist 


das Proton, welches durch vorsichtige Spaltung aus dem 
Clupein, dem Protamin des Heringsspermas, erhalten wird. 


' Es besteht aus zwei Molekiilen Arginin und einer Monoamino- 


sure. Aus den Untersuchungen von Eberhard GroB!) geht 
hervor, daB die beiden Argininmolekiile zusammenhingen. 
Nach der Leberdurchblutung konnte der gréBte Teil des mit 
dem Clupeon zugesetzten Argininstickstoffs wiedergewonnen 
werden. Das gebundene Arginin ist von der Arginase nicht 
angegriffen worden. Dagegen wurde das Clupeonmolekiil als 
Ganzes verindert. Der freie Aminostickstoff stieg von 9,1 
auf 12,4°/, an. Gesamt- und Argininstickstoff wurden gleich 
sroB. Es scheint also, daB die Monoaminosiure abgespalten 
worden und nur die beiden Arginine beieinander geblieben 
sind. Kin Resorptionsversuch mit Clupeon zeigte weiter, dab 
gebundenes Arginin in die Durchstrémungsflissigkeit des Darms 
iibergeht. Beim Durchtritt durch die Darmwand wird es also 
aus seiner Bindung nicht frei gemacht. . 

Wir sind uns dariiber vollkommen klar, dab wir in dem 
Proton einen Koérper vor uns haben, der wohl bei der Ver- 
dauung der KiweiSkérper unserer gewobhnlichen Nahrung nicht 
entsteht. Das ist zunichst auch gleichgiiltig. Worauf es uns 
ankam, war lediglich zu untersuchen, ob Arginin in gebundenem 


—_—— 





) Diese Zs. Bd. 120, S. 185 (1922). 
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Zustand resorbiert und die Leber unzersetzt passierey 
kann. Das scheint aus unseren Versuchen hervorzugehey, 
Auf diese Weise kénnte es der Siugetierkérper geschiitz 
gegen die Arginase durch die Leber hindurch seinen Organey 
zufiihren. 

Da8 nicht nur freie Aminosiuren, sondern auch Peptide 
und Peptone resorbiert werden, wird ja heute allgemein an. 
genommen. Diese Annahme stiitzt sich auf Fistelversuclhe. 
Gegen sie wird zwar das Bedenken erhoben, daB es sich dabei 
nicht mehr um pbysiologische Verhialtnisse handelt.‘) Da: 
Gleiche liBt sich natiirlich in noch verstiirktem MaBe gegen 
Versuche an isolierten Organen einwenden. Es ist aber zu ev- 
warten, daB in den ersten 30 bis 40 Minuten nach der Heraus- 
nahme aus dem Kérper die Lebensprozesse noch weiter laufen.’ 
AuBerdem haben solche Versuche den Vorzug der experimen. 
tellen Ubersichtlichkeit. Bei den Resorptionsversuchen sin¢ 
wir erst von unserem Grundsatz abgewichen und haben linge: 
durchblutet, in der Erwartung, daB dann auch mehr resor. 
biert wiirde. Das war nicht der Fall. In 2 Stunden wird 
kaum mehr resorbiert als in einer halben, Das _ sprichi 
auch dagegen, dafi es sich hier um eine einfache Osmose 
handelt. 

Auf Grund unserer Versuche scheint vorerst das Schicksal 
des Arginins im Siugetierkérper bereits davon abzuhiingei, 
was bei der Verdauung des Hiwei® im Darmkanal geschieht. 
ob es vollstindig gespalten wird oder ob einzelne grifer: 
Bruchstiicke erhalten bleiben und resorbiert werden. Die 
Prozesse, die vom Arginin ausgehen, Kreatinbildung, Synthes 
von Purinen, Aufbau von OrganeiweiB, spielen sich nicht in 
groBem Umfang ab. Es wird also geniigen, wenn nur eine 
kleine Menge gebundenes Arginin aufgenommen wird. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist in den folgenden 
Tabellen kurz zusammengestellt. 


*) Vgl. dariiber Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemi 
Bd. 1, S. 485 (1928). 

*) Vgl. dazu auch Skramlik, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. Bd. 11, 
S. 349 (1920). 
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Z. 
Leberdurchblutung. 

Arginin Harnstoff Ornithin 
zuge- Wieder | — he- | ge- be- | gefunden 
ain ge- | : ile als Orni- 

e wonnen | setzt anud funden | rechnet Hemet 
- gs | 8 gs | & g a 
Racemisches 
Arginin 2,83 0,56 2,27 0,78 0,82 1,73 0.17 
\. 283 > 0.82 | 2,03] 0,70 0,78 1,54 0.11 
Aus d. Darm 
resorbiertes 
Arginin 0,10 0,00 0,10 | 0,04 0,10 — _ 
0,32 0,00 032] 011 0,10 - — 
Im Clupeon 
gebundener 
Arginin- | 
stickstoff 0,56 0,82  (0,24)] (0,27) | (0,13) _- 
Ul. 
Resorption. 
dem Darm aus dem Darm 
zugesetzt  |wiedergewonnen| Tesorbiert 
d-Arginin 3,84 2,24 0,29 
4.0 1,82 0,13 
‘ 5.0 3,9 0,39 
Clnmaay, | Gesamt-N 1,06 0,10 0,17 
\ supeon - F - m0 9 f ye } 
freier Amino-N 7%. 13,4°/, 10,2°/, 











Experimenteller Teil. 


Fiir die Durchblutungen beniitzten wir im wesentlichen 
die in der friheren Arbeit beschriebene Anordnung, und als 
liissigkeit wieder defibriniertes Rinderblut, das mit der gleichen 
Menge Ringerlésung verdiinnt wurde. Als Versuchstiere ver- 


wendeten wir nur Katzen. 
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I. 


Leberdurchblutung mit racemischem Arginin. 


d-Arginin wurde nach Kutscher') mit dem 5 fachen Ge. 
wicht konz. Schwefelsiiure bis zum beginnenden Sieden erhitzt. 
Die Schwefelsiure wurde mit Baryt entfernt und dessen Uber. 
schuB wieder mit Kohlensiiure. Die Liésung des freien Arginins 
war optisch véllig inaktiv. Das Pikrat schmolz nach mehr. 
maligem Umkrystallisieren bei 210—211° (nach Riesser® 
liegt der Schmelzpunkt des d,l-Arginin bei 200—201°). 

Das inaktive Arginin wurde der Durchblutungsfliissigkeit 
als Carbonat zugesetzt. Die Aufarbeitung nach dem Versuch 
geschah in der gleichen Weise, wie in der friiheren Arbeit 
geschildert ist. Wieder wurde zuniichst das unzersetzte Arginin 
zuriickgewonnen und damit bestimmt, wieviel von dem zu- 
gegebenen abgebaut worden ist; daraus die entstandenen Mengen 
Harnstoff und Ornithin berechnet und mit den wirklich ge. 
fundenen verglichen. Das Ergebnis der beiden Versuche mit 
inaktivem Arginin ist in der folgenden Tabelle enthalten. 





| 1. Versuch 2. Versuch 


Dauer der Durehblutung . . . . 40 Minuten 40 Minuten 
d,l-Arginin zugesetzt. . . . . . 2,83 g 2,83 g 
. wieder gewonnen . . . 0,56 ,, 0,82 ,, 
ae sae Se se oy a 2,01 ,, 
Harnstoff berechnet ..... . 0,78 ., 0,70 ,, 
" i. 0,82 ,, 0,78 ,, 
Ornithin berechnet .. .... 178 1,54 ,, 
“ gefunden (N-Wert) . . . 0,82 ., 0,91 ,, 
,»  (Ornithursiurewert) 6,37 ., 041 ., 


Beide Versuche sind gleich ausgefallen. Der grébte Teil 
des Arginins ist abgebaut worden. Von Interesse wire nun 
gewesen, zu ermitteln, welcher optischen Modifikation der nicht 
zersetzte Rest angehért, um so zu erfahren, ob eine der beiden 
Isomeren beim Abbau bevorzugt wird. Wir miissen diese 
Frage offen lassen. Die Liésung drehte zwar das polarisierte 


») Aw 0. 
) hh ac. 
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Licht nicht, aber sie war zu verdiinnt, um einen deutlichen 
Ausschlag geben zu kénnen. Der Schmelzpunkt des Pikrates 
: lag bei 203°, war jedenfalls nicht der des inaktiven. Die 
' berechnete Menge Harnstoff leB sich leicht wie bei den 
' friheren Versuchen nachweisen. Dagegen hatten wir beim 
' Ornithin wieder die gleichen Schwierigkeiten; von dem_be- 
' yechneten ging nur ein kleiner Teil in den Phosphorwolfram- 
' siureniederschlag ein und davon lieB sich nur ein Bruchteil in 
: Ornithursiure iiberfiihren. Wir schlieBen daraus, da’ auch 
| hier das entstandene Ornithin gleich weiter umgewandelt wird. 
' Die Ornithursiiure schmolz scharf bei 183°, also wie die ge- 
| wohnlich vorkommende. 


I. 


Leberdurchblutung ohne Zusatz. 


Bereits in der friiheren Arbeit haben wir eine Leber ohne 


' Zusatz durchblutet, um zu sehen, wieviel Harnstoff an sich 
' schon von ihr abgegeben wird. Damals fanden wir keine nach- 


weisbare Menge. Nun scheinen sich die einzelnen Lebern ver- 
schieden zu verhalten. Denn in den Versuchen mit razemischem 
Arginin fand sich mehr als die berechnete Menge. Wir haben 
nun noch einmal eine Leber ohne Argininzusatz, sonst aber 
in der gleichen Anordnung durchblutet. Diesmal konnten wir 
eine kleine Menge Harnstoff, 27 mg, nachweisen. Wenn bei 
den Versuchen viel Harnstoff gebildet wird, so fallt diese Menge 
weiter nicht ins Gewicht. Nur bei kleinen Betrigen stért sie. 
AuBerdem sei noch einmal hervorgehoben, daB nach der Ent- 
fernung des Ammoniaks in der eiweif freien Durchblutungs- 
fliissigkeit keine mit Phosphorwolframsaure fallbaren Substanzen 
mehr vorkommen. 


Iif. 


Resorption des Arginins aus dem isolierten Dinndarm. 


Wir beniitzten zu diesen Versuchen den ganzen Diinndarm 
einer Katze von unterhalb des Pankreas bis zum Coecum 
abwirts. Das Pankreas und mit ihm die Trypsinwirkung 
waren bei unseren Versuchen ausgeschaltet, die Krepsinwirkung 
dagegen nicht. Wir lieBen die Katze vor dem Versuch 
24 Stunden hungern und gaben ihr abends noch 200 ccm 
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Ringerlésung mit der Schlundsonde. Wir erdffneten die Bauch. 
héhle in der Narkose durch einen langen Schnitt in der Mitte]. 
linie. Der Diinndarm war ganz leer und kontrahiert. Dany 
wurden die A. mesenter. sup. und die Pfortader frei gelegt, jy 
beide Kaniilen eingefiihrt und sofort von der ersteren aus dis 
GefaBe des Darms mit kérperwarmer Ringerlisung ausgewaschei, 
bis der Darm ganz weiB war, was in wenigen Minuten eintrat. 
Darauf wurde der Darm herausgenommen mitsamt dem Mesen. 
terium, das an seiner Wurzel abgeschnitten wurde, in dep 
Thermostaten gebracht und sofort mit der eigentlichen Durch. 
blutung begonnen. Wihrend des Auswaschens mit der Ringer. 
lésung hérten die Bewegungen des Darms allmiahlich auf. 
wurden plétzlich wieder sehr lebhaft, sowie das sauerstoff haltige 
Blut die GefaiBe fillte. Fiir die Durchstrémungen des Darn 
benutzten wir ebenfalls frisches defibriniertes Rinderblut, das 
mit dem gleichen Volum Ringerlésung verdiinnt war. In den 
beiden ersten Versuchen gaben wir die Lésung von Arginin- 
carbonat durch einen Trichter in das obere Ende des Darms. 
Das untere Ende war vorher zugebunden worden. Diese 
Methode erwies sich als unpraktisch. Das Hinfiillen ging langsam 
vor sich, da der Inhalt durch die Pendelbewegungen immer 
wieder in den Trichter zuriickgetrieben wurde. In den spiteren 
Versuchen verbanden wir das obere Ende des Darms durch 
eine weite Glaskaniile mit dem untern und spritzten dic 
Lésung an weit voneinander entfernten Stellen mit eine 
Rekordspritze ein, damit sie mit einer méglichst grofeu 
Schleimhautfliche in Berithrung kam. Wie bereits im all- 
gemeinen Teil hervorgehoben, dehnten wir die Durchstrémung 
in den beiden ersten Versuchen lange aus, in der Erwartung, 
daB dann auch mehr resorbiert wiirde. Wie die Tabeller 
zeigen, erwies sich das als unrichtig. Die Jange Durchblutung 
schidigt auBerdem den Darm. Er fillt sich mit einer serésen 
Fliissigkeit. SchlieBlich wird er ganz prall, Inhalt und 
Schleimhaut himorrhagisch. Die Bewegungen héren auf, die 
Lebensvorginge gehen zwar noch weiter, wie man an der 
vendsen Firbung des abflieBenden Blutes erkennt. Bei kurzer 
Durchblutung von 30—40 Minuten fallen diese Schiiden weg. 
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Die Bewegungen bleiben die ganze Zeit lebhaft, die Schleim- 
haut behalt ihre normale blaBrote Farbe und der Zottenrasen 
bleibt wunderschén ausgebreitet. 

Nach der Durchblutung wurden die GefiBe des Darms 
mit Ringerlésung ausgespilt, Blut und Darminhalt quantitativ 
gesammelt und in beiden das Arginin bestimmt. Zur Ent- 
fenung des Hiweif verwandten wir auch beim Darminhalt 
die Schencksche Lésung. Dieser KiweiBniederschlag muBte 
noch durch Kieselgur flltriert werden, um ein klares Filtrat 
zu geben. In beiden eiweiBfreien Lésungen war die Biuret- 
reaktion negativ. Normalerweise sind also keine biuret- 
vebenden Substanzen in ihnen vorhanden oder sie werden mit 
der Schenckschen Loésung ebenfalls gefallt. Witte-Pepton 
7. B, fallt mit ihr. Nachdem das Quecksilber mit Schwefel- 
wasserstoff weggeschafft war, wurde das Arginin nach der 
neuen Methode von Kossel und Gro8') mit Naphtolgelb isoliert. 


ES Deets “ic Sue Migr lat aa 
dem Darm zugesetztes Arginin . . . .. .. . 3,84 ¢ 
aus dem Darm wieder gewonnenes Arginin . . . 2,24 ,, 


in die Durchblutungsfliissigkeit resorbiertes Arginin 0,29 ,, 
IV. 
Resorption des Arginins aus dem isolierten Dinndarm 
mit nachfolgender Leberdurchblutung. 


Die beiden folgenden Versuche wurden ausgefiihrt, um 
festzustellen, ob mit dem Arginin beim Passieren der Darmwand 
eine Veriinderung vor sich geht, die es gegen die Arginase zwar 
schiitzt, aber bei der gewdhnlichen Aufarbeitung wieder riick- 
gingig gemacht wird. Zunichst wurde ein Darm, der mit einer 
Lisung von Arginincarbonat beschickt war, durchblutet, in einem 
aliquoten T'eil des Blutes die Menge des resorbierten Arginins 
bestimmt und am gleichen Tag der Hauptteil durch die Leber 
einer zweiten Katze geschickt. Wenn das Arginin verandert 
worden wire, hitte es dann in der Leber nicht abgebaut werden 
diirfen. Tatsiichlich ist es aber quantitativ abgebaut worden. 


'' Kossel und GroB, Sitzungsberichte der Heidelberger Akad. 
d. Wiss. (Stiftung H. Lang) 1923. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 11 
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| 1, Versuch | 2. Versuch 
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— gees / 120 Minuten | 40 Minuten 
dem Darm zugesetztes Arginin. . . . . 40 ¢ | 50 g 
aus dem Darm wieder gewonnenes Arginin -., | 22. 
resorbiertes Arginin. . . . ..... | 0,18, | 0,39. ,, 
der Leber zugefiihrtes Arginin. . . . . | 010g | 0,82 ¢ 
nicht zersetztes Arginin ....... | 000, |° 000 , 
Harnstickstoff, berechnet . . . . .. . 0,02, | 0,052 ,, 

Se 3 Oe are ee 0,05, | 0,050, 


Bei dem ersten der beiden Versuche rif wihrend der 
Darmdurchblutung der Schlauch der Pumpe, wobei ein Teil 
der Fliissigkeit und mit ihr auch ein Teil des resorbierten 
Arginins verloren ging. Der Leber wurde nur wenig zugefiihrt. 
Damit wurde die Leberdurchblutung selbst ungenau. Ks konnte 
nur wenig Harnstoff gebildet werden und die Fehler in der 
Harnstofibestimmung (von der Leber selbst abgegebener Har- 
stoff, Harnstoffbildung aus anderen Stoffen, z. B. resorbiertem 
Ammoniak) muBten stirker ins Gewicht fallen. Wir muBten 
die Durchblutung unter Anwendung des einfachen hydro- 
statischen Drucks zu Ende fiihren. 

Der zweite Versuch zeigt dagegen deutlich, daf das re- 
sorbierte Arginin in der Leber vollkommen abgebaut wird. 


V. 
Leberdurchblutung mit Clupeen.?) 

Dieser Versuch sollte iiber das Verhalten von gebundenem 
Arginin in der Leber AufschluB geben. Wir wihlten dazu 
das Clupeon, einmal weil es reich an Arginin ist, und dann, 
weil es mit dem Schenckschen Reagens nicht gefallt wird 
und sich verhiltnismaiBig leicht aus der Durchblutungsfliissigkeit 
wieder isolieren libt. 

Darstellung des Clupeons. 5g Clupeinsulfat wurden 
mit 10 volumprozentiger Schwefelsiure 1/, Stunde gekocht, die 


en 


') Auch fiir diese Arbeit hat Herr Prof. Kossel in liebenswiirdiger 
Weise die Priiparate von Clupein und Arginin zur Verfiigung gestellt. 
Wir sprechen ihm dafiir hier unseren ergebensten Dank aus. 
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| Schwefelsiure in der bekannten Weise mit Baryt entfernt und 
die Lésung der freien Protone auf 50 ccm gebracht. In dieser 
| Lésung wurde der Gesamtstickstoff, der freie Aminostickstoff, 
'und der Argininstickstoff bestimmt. Der Gehalt an freiem 
' Aminostickstoff gibt den Grad der Hydrolyse an; das Clupein 
enthalt keine freien Aminogruppen. Die einzelnen Protone 
| bestehen aus zwei Molekiilen Arginin und einer Monoamino- 
_siure. Da in dem Clupein drei verschiedene Monoaminosiuren 
' yorkommen, entstehen bei der Spaltung auch drei verschiedene 
'Protone. Unter dem Namen Clupeon ist also hier das Ge- 
misch dieser drei Protone zu verstehen. Theoretisch wiirde 
‘der freie Aminostickstoff eines solchen Protons '/, baw. 11°/, 
"des Gesamtstickstoffs ausmachen. Wir fanden 9,1°/,. Neben 
| den Protonen scheinen somit auch noch gréBere Bruchstiickevor- 
Fhanden gewesen zu sein. Jedenfalls ist die Spaltung nicht 
| iiber die Protone hinaus gegangen, freies Arginin kann noch 
nicht entstanden sein. Letzteres war fiir uns das Wesentliche; 
‘denn wir wollten nur gebundenes Arginin der Leber zufihren. 


Der Durchblutungsversuch hatte folgendes Ergebnis: 





Mees © s+ ik +» 2 & wd eR SS 45 Minuten 
zugesetztes Clupeon: Gesamt-N. . . . . 0,76 g 
‘ ” freies Amino-N. . . oi *, 
a “ Arginin-N . .. . 0,56 g 

aus der Durchblutungsfliissigkeit wieder ge- 

wonnes Clupeon: Gesamt-N. . . . . 0,33 ,, 
freier Amino-N. . . 12,4 °/, 
Arginin-N. . . . . 0,32 g 





Die Durchblutungsfliissigkeit wurde wieder mit Schenck- 


'scher Lésung vom EiweiB befreit, das Quecksilber des Uber- 
schusses derselben mit Schwefelwasserstoff entfernt, bei neu- 
| traler Reaktion und 60° auf ein praktisches Volum im Vakuum 
eingeengt, wieder mit Schwefelsiiure bis zu 5 Volumprozent 
/angesiuert und mit Phosphorwolframsiure gefallt. Nachdem 
der Niederschlag in der bekannten Weise mit Baryt zerlegt 


war, wurde die Lésung der freien Basen dem Silber-Baryt- 


| Yerfahren unterworfen. Die Lisung der dabei gefillten Sub- 
}Stanzen gab eine starke Biuretreaktion. Sie wurde auf ein 


11* 


seer 


Naraest So er Oe Teen 


se uaindle  tal int an ila ito tig 








164 K. Felix und K. Morinaka, 


bestimmtes Volum gebracht und wieder ihr Gesamtstickstofi 
freier Aminostickstoff und Argininstickstoff bestimmt. In dey 
Silber-Barytniederschlag geht alles Arginin, freies sowohl’ a|s 
auch gebundenes, ein (Histidin, das hier auch auftreten wiirde. 
war in der Durchblutungsfliissigkeit nicht vorhanden). Die 
Entscheidung, in welcher Form das Arginin vorhanden ist, 
gibt der freie Aminostickstoff. Bei freiem Arginin miiBte er 
gerade 25°/, vom Gesamtstickstoff betragen. Gefunden wurde 
er zu 12,4°/,. Gegentiber vor der Durchblutung ist er etwas 
angestiegen. Es mu also wihrend der Durchblutung eine 
weitere Spaltung des Clupeons stattgefunden haben, und zwa 
scheinen die Monoaminosiuren teilweise abgespalten worden 
zu sein. Das ergibt sich auch daraus, dab nach der Durch- 
blutung Gesamt- und Argininstickstoff einander gleich sind. 
Das Clupeon scheint nur noch aus den beiden Argininmolekiilen 
bestanden zu haben. Bei einem solchen Diarginid wiirde der 
freie Aminostickstoff 12,5°/, betragen, ein Wert, der mit dem 
gefundenen gut iibereinstimmt. Versuche, diesen Ké6rper in 
eine krystallisierbare Form zu bringen und ihn niaher 1 
charakterisieren, scheiterten. Von Eberhard GroB}!) ist er 
bereits als Diketopiperazin aus dem Clupein isoliert worden. 
Fir unsere Frage war das Wesentliche, daB der gréBte Teil 
des in dem Clupeon zugefiihrten Arginins wieder erhalten, 
also von der Arginase nicht angegriffen worden ist. Die 
Differenz zwischen dem zugefiihrten und wieder gewonnenet 
Arginin, 0,24 g N, fiihren wir auf Verluste bei der Verarbeitung 
zuriick. Wollte man aber dennoch annehmen, daB diese Menge 
zersetzt worden ist, so miibten 0,12 g Harnstofistickstoff ge- 
bildet worden sein, tatsichlich wurden nur 0,06 g gefunden. 
Kin solcher Fehler von 50°/, liegt nun auBerhalb der Fehler- 
erenze der Methode. Die gefundene Menge Harnstoff ist aber 
noch gréBer als bei einer Durchblutung ohne Zusatz. Hine 
Mehrbildung von Harnstoff ist doch eingetreten, wir 
nehmen an durch Desamidierung der abgespaltenen Monoamiuo- 
siuren. 
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on 


VI. 


- Resorption von Clupeon aus dem isolierten Diinndarm. 


Um festzustellen, ob gebundenes Arginin, ohne freigemacht 
mu werden, die Darmwand passieren kann, haben wir einen 
Resorptionsversuch mit Clupeon ausgefihrt. Die Anordnung 
war die gleiche, wie beim Arginin beschrieben. Darstellung 
und Isolierung des Clupeons aus der Durchblutungsfliissigkeit 
waren dieselben wie im vorhergehenden Versuch. 








a 


ar a a ae a 40 Minuten 

dem Darm zugesetztes Clupeon 

IS <5 eS we RI we Oe bree aS 1,06 g 

a a a a a 7 
aus dem Darm wieder gewonnenes Clupeon 

er. > » « © ae SE Gwe & o 0,10 g 

ge a. ee eee ey 9°, 
resorbiertes (aus der Durchleitungsfliissigkeit isoliertes) 

Clupeon 
es + + % ee we Se te aed 0,17 ¢ 
eer ee Oe ae ee we 10 °/, 





Die aus dem Silber-Barytniederschlag erhaltene Lisung 
des Clupeons gab eine deutliche Biuretreaktion, sowohl bei 
dem aus dem Darminhalt zuriickgewonnenen als auch bei 
dem resorbierten. Es ist also gebundenes Arginin durch die 
Darmwand durchgegangen. 

Auf einen weiteren Befund bei den Resorptionsversuchen 
ist noch aufmerksam zu machen: zahlt man das_resorbierte 
Arginin bzw. Clupeon und das aus dem Darminhalt wieder- 
gewonnene zusammen, so bleibt gegeniiber der zugegebenen 
Menge immer noch ein bedeutender Verlust. Wir haben nicht 
ermitteln kénnen, ob er nur auf die Verarbeitung oder noch 
andere Momente (Zersetzung durch Bakterien oder Fermente 
aus dem Darm) zuriickzufiihren ist. 


Zusammenfassung. 


Die Leber der Siugetiere baut nicht nur das natiirliche 
rechtsdrehende Arginin ab, sondern auch das linksdrehende. 
Ks miissen also in ihr solche Bedingungen fiir die Wirkung 
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der Arginine herrschen, daB eine vollstindige Hydrolyse de 
Arginins begiinstigt wird. 

Gebundenes Arginin wird dagegen nicht angegriffen. [y 
dieser Form kann es durch die Leber zu den anderen Organey 
gelangen und fiir andere Prozesse herangezogen werden. 

Gebundenes Arginin kann resorbiert werden. Bei de 
Verdauung frei gewordenes Arginin wird beim Durchtritt 
durch die Darmwand nicht veriandert. 
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der Arginine herrschen, daB eine vollstandige Hydrolyse de 
Arginins begiinstigt wird. 

Gebundenes Arginin wird dagegen nicht angegriffen. |, 
dieser Form kann es durch die Leber zu den anderen Organe 
gelangen und fiir andere Prozesse herangezogen werden. 

Gebundenes Arginin kann resorbiert werden. Bei de; 
Verdauung frei gewordenes Arginin wird beim Durchtrit 
durch die Darmwand nicht verdndert. 
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